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I. Einleitung 


Bestrahlungen lebender Zellen mit UV-Licht und ionisierenden Strahlen 
(Réntgen- oder Radiumstrahlen), verursachen eine Veranderung der Tei- 
lungszeit. Diese Entwicklungsverlangsamung wird in der Literatur durch 
den Begriff der Teilungsverzégerung charakterisiert, worunter man 
die gréRere Zeitdauer versteht, die eine bestrahlte Zelle zur Vollendung 
einer Zellteilung benétigt gegeniiber einer unbestrahlten. 

Die wertmaBige GréBe der Teilungsverzégerung wird von zwei Faktoren 
bestimmt: 1. von der eingestrahlten Dosis (Intensitat X Zeit) und 2. bei UV- 
Bestrahlungen von der Wellenlange 2. So steigt die Wirkung der einzelnen 
Spektrallinien auf die Teilungsverzégerung des Parascaris-Kies von + 200mu 
ausgehend, fast linear an, Fauré-Fremiet (1913), und erreicht ihr 
Maximum bei 4 = 280 mu, einer Wellenlainge, die hauptsichlich vom Eiweif 
absorbiert wird. 

Diese Ergebnisse deuten zweifellos darauf hin, daB der .Sitz* oder die 
.Ursache* der Teilungsverzégerung im Plasma selbst zu suchen ist. Andere 
Autoren vermuten die Ursache der auftretenden Teilungsverzégerung in 
einer Schadigung des Kernes, wofiir besonders die Versuchhe Henshaw 
und Francis (1946) zu sprechen scheinen. Sie besamten normale Arbacia- 
Eizellen mit réntgenbestrahlien Spermien und bestrahlte Eier mit unbe- 
strahlten Spermien. Wurden bei diesen Versuchen gleiche Dosen einge- 
strahlt, dann erhielt man fiir beide Kombinationen die gleichen Verzége- 
rungswerte. Die Versuche mit bestrahlten Spermien fiihrten zu der Auf- 
fassung, daB die Teilungsverzégerung hauptsachlich dem Kern und nicht, 
wie man vorher geneigt war anzunehmen, dem Plasma zuzuschreiben sei. 
Die geringe Plasmamenge, die den Spermakern umgibt, kann wohl vernach- 
lassigt werden. Diese Annahme fand ihre Bestatigung in den Ergebnissen 
strahlenbiclogischer Untersuchungen an kernlosen Arbacia-Halbeiern; man 
erzeugt sie experimentell durch starkes Zentrifugieren normaler Eizellen. 
Bestrahlte man nun diese kernlosen Halbeier und besamte sie anschlieBend 
mit unbestrahlten Spermien, so kommt es auch hier zu normalen Furchun- 
gen, die keine Verzégerung im zeitlichen Teilungsablauf aufwiesen. 

Beobachtungen an fixiertem Eimaterial (Henshaw 1940), lassen als Ursache 
der Teilungsverzégerung auf eine Verzégerung des mitotischen Ge- 
schehens im Prophasestadium schlieRen. Spitere Stadien sind nicht oder 
nur geringfiigig verzégert. 

Eine maximale Wirkung von Roéntgenstrahlen auf die Teilungsverzégerung von 
Arbacia-Eizellen wurde von Henshaw und Cohen (1940) erzielt, wenn die Ei- 
zellen 10—15 Minuten nach der Besamung bestrahlt wurden. Nach diesem Zeitpunkt 
ist die Vorkernvereinigung vollstandig. und die Mitose steht unmittelbar vor dem 
sichtbaren Einsetzen der Prophase. Die Wirkung der Strahlung auf die Teilungs- 
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verzégerung nimmt nach dieser empfindlichen Entwicklungsphase merklich ab, Beide 
Autoren konnten auferdem noch nachweisen, da dieses Maximum zu Prophase- 
beginn mit sichtbaren Veranderungen der Plasmaviskositét und Permeabilitaét zu- 
sammenfiel. 

Blum und Price (1950) bestrahlten Arbacia-Eizellen zu verschiedenen Zeiten 
nach der Besamung und nach der ersten Teilung mit UV-Licht eines Hg-Brenners. 
Bestrahlungen der Eizellen kurz nach der Besamung sowie zu Beginn eines Teilungs- 
intervalls fiihrten zu maximalen Verzégerungswerten. Bestrahlungen vor Teilungs- 
beginn der Zellen lieBen eine Wirkung auf die Teilungsverzégerung vermissen. 
Demnach existiert innerhalb eines Teilungsintervalls eine Entwicklungsphase, nach 
deren Ablauf die Zelle fiir Bestrahlungen mit UV-Lichtt unempfindlich wird. 
Die Wirkung der Strahlung auf diese scheinbar ..unempfindliche* Phase zeigt sich 
jedoch bei der nachsten Teilung der bestrahlten Eizelle, die nun ihrerseits wieder 
verzégert ist. 

Verfolgt man die Teilungsverzégerung bestrahlter, besamter Arbacia-Eizellen 
iiber den Zeitraum mehrerer Teilungen, so zeichnet sich eine deutliche Abnahme 
der Verzégerungswerte ab; die bestrahlte Zelle gewinnt bald wieder ihre normale 
Teilungsrate zuriick und zeigt somit eine echte Strahlenerholung. Dieser 
Vorgang gehért zu den interessantesten, wenn auch nur sehr schwer zu erfassenden 
intrazellularen Reaktionen einer bestrahlten Zelle. da nun Kern und Plasma in 
einem aufeinander abgestimmten Zusammenwirken strahlengeschadigte oder zer- 
stérte Molekiile zu regenerieren und wichtige Verbindungen neu zu synthetisieren 
vermégen. Einschrinkend sei bemerkt, da sich nicht alle bestrahlien Eizellen vom 
Strahlenschaden zu erholen vermégen. 

So zeigen réntgenbestrahlte Parascaris-Eier (Cook 1939) keine Strahlener- 
holung. 

Hinsichtlich ihrer Embryonalentwicklung, Cook (1939) und Evans (1950), 
weisen Parascaris-Eizellen, die man bis zu 6 Monaten im Kiihlschrank bei einer 
Temperatur von 35°C aufbewahrte, durch die Ausbildung zahlreicher, jedoch patho- 
logischer Embryonen zum Teil eine Strahlenerholung auf. Eine langere Einschrin- 
kung des metabolischen Geschehens nach der Bestrahlung scheint die Erholung 
rontgenbestrahlter Parascaris-Eizellen zu begiinstigen. 

Die Untersuchungen an réntgenbestrahlten Ascaris-suum-Eizellen (Bachofer 
und Pahl, 1955) stehen jedoch im vélligen Widerspruch zu den Ergebnissen von 
Cook und Evans. Die Autoren stellten fest, daB eine Nachbehandlung bestrahl- 
ter Eizellen mit tiefen Temperaturen einer Erholung nicht foérderlich ist, sondern 
da® die Zahl der iiberlebenden Embryonen verringert wird. 

Mit Hilfe einer Stickstoff- und Cyanidnachbehandlung réntgenbestrahlter Asca- 
ris-suum-Eizellen versuchten Pahl und Bachofer (1957) die erholungsférdern- 
den, intrazellularen Reaktionen abzugrenzen und zu deuten. Die Autoren schlieBen 
aus ihren Versuchsergebnissen, daB die Erholung der Zelle offenbar an Reaktionen 
des respiratorischen Systems gekniipft ist. Die erhéhte Anzahl normaler Embryonen 
in Eizellen, die nach der Bestrahlung einer Stickstoff- bzw. einer Cyanidnach- 
behandlung unterworfen wurden, bestatigen ihre Vermutungen. Demnach miiBte die 
Ausschaltung oxydativer Prozesse (Zellatmung mit Hilfe der eisenhaltigen Atmungs- 
fermente), unter Aufrechterhaltung des anaeroben Stoffwechsels die Synthese wich- 
tiger Verbindungen unterstiitzen, die zur Erholung der Zelle notwendig sind. 


Das Aktionsspektrum der Teilungsverzégerung lat auf eine Scha- 
digung der Nukleoproteide und bestimmter Eiweife als reaktionsauslésende Fak- 
toren schlieBen. Hinzu kommt, daB auBerdem erhebliche Mengen an Fetten und 
Olen in der Zelle in besonderen Cytoplasmaeinschliissen (Granulen) aufgespeichert 
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sind. Die Bestrahlung dieser Substanzen, besonders der ungesittigten Fettsdiuren 
mit UV-Licht, fiihrt zu Bestrahlungsprodukten (Peroxyden), die die Zelle zu schi- 
digen vermégen. Sie beeinflussen den Teilungsablauf und verursachen abnorme 
Gestaltsverinderungen, Wilbur, Wolfson u. a. (1957), 


Man kann wohl nicht daran zweifeln, daf® hierbei Veranderungen der 
Viskositat des Cytoplasmas auftreten. Leider wurden den Viskositits- 
anderungen bestrahlter Zellen in den letzten Jahren nur wenige Unter- 
suchungen gewidmet. 

Ein wichtiges Hilfsmittel fiir derartige Untersuchungen ist der Ze it- 
rafferfilm, der es gestattet, Verainderungen festzustellen, die 
bereits wahrend der Bestrahlung auftreten, noch bevor sie durch morpho- 
logische Veranderungen sichtbar werden. 

Bei der Beobachtung der Strahlenreaktion auf Eiweife, Clark (1936) 
und Gentner (1930), sind drei wichtige Teilreaktionen zu erwahnen: 1. die 
Denaturierung, 2. die vom pH-Wert abhangige Koagulation und 3. die Aus- 
flockung des koagulierten Eiweifes. Koagulation und Ausflockung sind von 
der Temperatur abhangig: die Denaturierung, die ein rein photochemischer 
Prozef (Veranderung der Eiweiffmolekiile) darstellt, ist von der Temperatur 
unabhiangig. 

Pomini (1937), der die Wirkung von Radiumstrahlen auf das Cyto- 
plasma bei Parascaris equorum mikrokinematographisch unter- 
suchte, fand, daff sich die Schadigung dieser y-Strahlung durch eine Viskosi- 
titserhéhung anzeigte, die durch eine Intensitatsabnahme der 
Granulabewegung charakterisiert war. 

Wie an UV-bestrahltem Spirostomum ambiguum nachgewiesen werden 
konnte (Chirley und Finley 1948—1949), erhéht sich mit steigender 
Dosis die Viskositat des Protoplasmas. Eine Dosis-Erhéhung iiber 78 Sek. 
fiihrte schlieBlich zur Koagulation. 


Der Viskositatsanderung in Arbacia-Eizellen wurde von Wilson (1950) 
eine Reihe von Untersuchungen gewidmet. Die Kenninis der Heparinwir- 
kung auf die Zellteilung, Heilbrunn und Wilson (1949), veranlafie 
ihn, die nach der Réntgenbestrahlung aufgetretene und sich iiber 20 Minuten 
erstreckende Viskositatserhéhung einer Diffusion von Heparin (Seeigeleier 
sind reich an Heparin) aus der Zelle in das Aufenmedium (Seewasser) zu- 
zuschreiben. 


Es soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich von den oben darge- 
stellten Ergebnissen Parallelen zu den Reaktionen von Eizellen des Nema- 
toden Parascaris equorum aufzeigen lassen. Mit Hilfe des Zeitrafferfilms 
(Teilbildanalyse) und der Zentrifugierung sollen die Wirkungen von 
UV-Licht verschiedener Spektralbereiche und der Wellenlange 2 = 253.7 mu 
sowie von Réntgenstrahlen auf die Viskositat vor und waihrend 
der Teilung, ebenso der Teilungsverlauf genau untersucht und einem quanti- 
tativen Vergleich zugiinglich gemacht werden. Auftretende werimafige 
Unterschiede innerhalb der Wirkungen des UV-Lichtes verschiedener Spek- 
tralbereiche und der Wellenlainge 2 = 253.7 mu sollen durch Absorptions- 
messungen untersucht und erklairt werden. 





Wirkungen von UV- und Réntgenstrahlen 477 


Meinem sehr verehriten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. Kuhl, danke ich herzlich 
fiir die Stellung dieser Aufgabe, fiir die Aufgeschlossenheit gegeniiber deren Pro- 
blematik und die grofziigige Unterstiitzung in der Beschaffung der notwendigen 
Brenner, Meftinstrumente und Filter. Ebenso herzlich danke ich seiner Gattin und 
Mitarbeiterin, Frau Gertrud Kuhl, fiir ihre férderliche Kritik. 

Weiterhin danke ich den Herren Professoren Giersberg und Kaplan und 
den Herren Privatdozenten Hanke, Lotz und Merkel fiir die freundliche 
Unterstiitzung. 

AuBerdem gebiihrt Dank den Herren Dr. Stabe und Dr. Monden von der 
Firma Hartmann & Braun, ferner den Firmen Siemens & Reiniger, Preler sowie 
Kipp u. Zonen. 


II. Material und Methoden 


Den befruchteten Parascaris-Weibchen aus frisch geschlachteten Pferden 
wurde 1,5cm des vorderen zweiteiligen Uterus herausprapariert und abge- 
trennt. Diese Uterusteile wurden in kleine Glaschen, die eine Citropepsin- 
lésung zum Entfernen der optisch stérenden Schleimschicht enthielien, ge- 
bracht und im KiihIschrank bei + 4°C aufbewahrt. Die Konzentration 
der Citropepsinlésung war derart, daf sich bereits nach vier Tagen die 
abgedauten, gereinigten Eizellen am Boden des Glases ansammelien. 
Cytologische Untersuchungen ergaben, da sich alle Eizellen dieser Uterus- 
abschnitte im Vorkernstadium befanden. 

Bei Versuchsbeginn wurden die Eier dem Kiihlschrank entnommen und 
nach Angleichung der Zellen an die Raumtemperatur mit destilliertem Was- 
ser mehrmals gewaschen. 


Die Brauchbarkeit der Eizellen eines Uterus fiir Bestrahlungsversuche 
wurde jeweils in Vorversuchen nachgepriift. Teilten sich etwa 200 Eier syn- 
chron zur gleichen Zeit, so konnten die Eizellen des betreffenden Uterus 
verwandt werden. Parascaris-Eier aus Uteri, die sich nicht synchron teilten, 
wurden verworfen. 


Die Bestrahlung der Parascaris-Eier im Vorkernstadium erfolgten mit 
dem Hg-Niederdruckbrenner HNS 12 (Osram), der hauptsachlich die Wellen- 
lange 2 = 253.7 mu, die Resonanzlinie des Quecksilbers, aussendet. Zur Mes- 
sung der Strahlungsintensitat fand eine geeichte Pressler-Photozelle Ver- 
wendung, die mit einer Natriumschicht ausgestattet war. Sie betrug 25 erg/ 
mm/sec. 


Obwohl die Priméarreaktion der UV-Strahlung ein rein photochemischer, von 
der Temperatur unabhiangiger Prozef® ist, hat sich bei Untersuchungen iiber die 
Strahlenempfindlichkeit der Parascaris-Eizelle (Do g non 1948) doch eine Tempe- 
raturunabhiangigkeit gezeigt. Aus diesem Grunde war es erforderlich, fiir das 
gesamte Eimaterial gleiche Bestrahlungsbedingungen zu schaffen; samtliche Eizellen 
wurden bei einer Temperatur von 20 + 0,5° bestrahlt. Ein von K u h1 konstruierter 
Temperiertisch, der an einen Héppler-Thermostaten angeschlossen war, gewahr- 
leistete die Einhaltung der geforderten Temperatur. 


Zur Bestimmung der Teilungsverzégerung wurde eine 
50%ige Teilungsrate fiir giinstig erachtet; hierdurch wurden zeitliche 
Teilungsunterschiede der Eier eines BestrahlungsgefaBes (Salznapf) ausge- 
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glichen. Mit Hilfe einer Kapillare wurde jeweils bis zu einer konstanten 
Marke eine gleichmafige Menge der Eizellensuspension herauspipettiert, so 
i] Se I 

















Y dy ut | . 
280 31 


230 250 
~ in mp 


0 


Die relative spektrale Energieverteilung des Hg-Hochdruckbrenners 
HQA 500. Ordinate = Energieanteil in %. Abszisse = in mu. 
to) f 





<— Backstrom 








230 250 
NR in mp 
Abb. 2. Die spektralen Durchlissigkeiten der verwandten UV-Filter, Ordinate = 
Durchlassigkeit in %. Abszisse = Wellenlainge in mu. 


daB jedes StrahlungsgefaB ungefahr 2000 Eier enthielt. Der Zeitpunkt. 
an dem sich nun 30% der Eizellen geteilt hatten. wurde als MeBwert in das 
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Versuchsprotokoll eingetragen. Nach der Teilung der Kontrollen wurden die 
bestrahlten Eizellen alle halbe bis eine Stunde beobachtet und gezahlt. Um 
innerhalb einer relativ kurzen Zeitspanne zu einem Ergebnis zu kommen, 
wurden die Bestrahlungsgefafe auf eine Glasplatte mit einer quadratischen 
Einteilung gestellt, die Eizellen-Anzahl von zehn Quadraten bestimmt und 
der Mittelwert aus den erhaltenen Ergebnissen berechnet. Auf diese Weise 
war es méglich, in kurzer Zeit eine Versuchsserie durchzuzihlen. 

Zur Viskositatsmessung wahrend der Teilung mit Hilfe der Gra- 
nulabewegung wurden die bestrahlten Eier mit der Zeitrafferkamera nach 
Kuhl (E. Leitz) aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit dem Leiiz- 





Abb. 3. Gesamtversuchsanordnung. K = Kamera, B = Hg-Brenner in einem Reflek- 
tor eingeschlossen, R = Reflektoren. 


Objektiv 6L und U55X, dem Periplanokular 10 X, dem Filter OG5 
(Schott) bei einer Belichtungszeit je Teilbild von einer Sekunde und einer 
Monla-Stromstarke von 5,5 Ampere hergestellt. Es wurde auf 1/,,, gerafft, 
das sind 6 Bilder je Minute. 


Samtliche Bestrahlungsversuche erfolgten in einem mit Gelblicht ausge- 
statteten Labor, um eine Photoreaktivierung der bestrahlten Eizellen zu vermeiden. 
Aus dem gleichen Grunde wurde auch zur Aufnahme das Orangefilter OG5 
(Schott) verwandt statt des fiir die Aufnahme lebender Zellen meist verwandten 
Griinfilters VG 4 (Schott). 

Die Viskosititsbestimmungen des Cytoplasma mit Hilfe der Zentrifugierung 
wurden mit einer Christ-Zentrifuge (6000 U/min) durchgefiihrt. 


Zur Bestrahlung der Eizellen wahrend der Teilung bei gleichzeitiger 
Zeitraffer-Filmaufnahme dienten der Hg-Hochdruckbrenner HQ-A 500 (Os- 
ram) und der Hg-Niederdruckbrenner HNS 12 (Osram). In Abb. 1 ist die 
relative spektrale Energieverteilung des HQA-500-Brenners in ein Koordi- 
natensystem eingetragen. Die Energieanteile der einzelnen Spekirallinien 
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sind auf den Energieanteil der Wellenlange 2 = 366 my bezogen, der gleich 
100% gesetzt wurde. 

Zur Begrenzung der emittierten Wellenlangen wurden drei Filterkombi- 
nationen verwandt: 1, Backstrém-Filter (NiSO, und CoSO,), 2. Backstrém- 
und WG 6-Filter (Schott) und 3. Backstrém- und WG 7-Filter (Schott). Die 
spektralen Durchlissigkeiten dieser Filter sind in Abb. 2 dargestellt. Die 
Messungen der Durchlassigkeit sowie der spektralen Energieverteilung wur- 

den mit einem Spektralphoto- 
meter (Zeiss-Opton M4Q durch- 
gefiihrt. 

Da fiir die UV-Bestrahlungen 
bei gleichzeitiger Zeitrafferauf- 
nahme keine geeignete Quarz- 
optik zur Verfiigung stand, mufte 
ein Reflektor angefertigt werden, 
der die UV-Strahlung gerichtet 
auf das zu bestrahlende Objekt 
lenkte. 

Am besten hat sich ein dop- 
pelt kegelstumpff6rmiger Reflek- 
tor (Abb. 4) aus Al-Blech bewihrt. 
Diese beiden Kegel waren auf 
eine Filterhaltervorrichtung ge- 
schraubt, die einen Halterahmen 
fiir das WG-Filter und das Fliis- 
sigkeitsfilter (Backstrém) trug. 
Die Abb. 3 und 4 zeigen den Auf- 
bau der gesamten Apparatur. 

Die Réntgenbestrahlungen er- 

we folgten mit einer wassergekiihlten 

Abb. 4, Versuchsanordnung. R=kegel- Réhre der Firma Seifert & Co. 

stumpfférmiger Reflektor, B= Brenner, Der Fokusabstand betrug 16cm, 

H = Temperiertisch. die Anodenspannung 50 kV und 

der Heizstrom 30 mA. Bei dem 

erwahnten Fokusabstand und dem Al-Filter 0,5 mm betrug die Intensitat 
der Strahlung 1600 r/min. 


Ill. Die Messung der Viskositét mit Hilfe der Granulabewegung 


Die Granulabewegung = GB ist im Parascaris-Ei, wie in den 
meisten lebenden Zellen, nur unter Anderung des Zeitfaktors, d. h. im 
Zeitrafferfilm sichtbar. Im Laufbild erscheint sie als ein ungeordnetes 
Hin -und Hertanzen der Granulen und erinnert stark an eine Brownsche 
Molekularbewegung. Die verschiedene GréBe der Granulen sowie die kolloi- 
dale Beschaffenheit des Cytoplasma lassen jedoch keinen direkten und 
physikalisch haltbaren Vergleich zwischen Brownscher Bewegung und der 
Granulabewegung zu. da diese nur unter Zeitraffung sichibar ist. 
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Bei Untersuchungen iiber die Entwicklung von Eizellen von Vertretern 
verschiedener Tiergruppen (Nematoden, Echinodermen, Sauger u. a.) mit 
Hilfe des Zeitrafferfilms, K uh] (1937—1949), wurde die Granulabe- 
weguneg sorgfaltig analysiert. 

Die Ergebnisse der Teilbildanalyse zeigten, daf die Granula- 
bewegung alsein !ndikator der jeweils herrschenden Viskositat 
und der Vitalitat der Zelle angesehen werden kann. 

Die Moglichkeit, durch die Intensitat der Granulabewegung 
auf die Viskositat und Vitalit at der Zelle schliefen zu kénnen, macht 
sie zu einem wichtigen Indikator fiir Zellschadigungen, sei 
es durch chemische Agenzien, elektrischen Strom, Ultraschall und Strahlen 
verschiedener Art, noch bevor die eingetretenen Schadigungen sichtbar 
werden. 

Wird ein Parascaris-Ei ultrazentrifugiert, Lamina (1958), so tritt, ent- 
sprechend der verschiedenen spezifischen Gewichte der Zelleinschliisse, eine 
Schichtung des Eimaterials in vier Zonen ein. 

Am zentrifugalen Pol der Eizelle liegen die spezifisch schwersten Gra- 
nula, die einen Durchmesser von 0,1—0,3 w aufweisen. Daran schlieRt sich 
eine einschluBfreie Schicht mit den beiden Vorkernen bzw. dem Zellkern an. 
Auf diese folgt eine Zone gréBerer Zelleinschliisse, die man als Spharulen 
bezeichnet: es soll sich bei diesen Zelleinschliissen wahrscheinlich um Va- 
kuolen handeln. Am zentripetalen Pol der Eizelle liegen die leichtesten 
Cytoplasmaeinschliisse. [hr Durchmesser betragt etwa 1 wu; sie stellen die 
Ol- und Fettspeicher der Parascaris-Eizelle dar. 

Wenn im Verlaufe dieser Untersuchungen von Granula und Granula- 
beweguneg gesprochen wird, so handelt es sich nur um diese 1 uw grofen 
leichtesten Plasmaeinschliisse. 


1. Die Mefmethode der Granulabewegung 


Die Morphologie einer Parascaris-Eizelle (Plasmakugel, perivitelliner 
Raum und Eischale) deutet nicht auf cin .starres* biologisches System hin. 
Bewegungen der Eizelle (Plasmakugel) um beliebige Eiachsen und Ver- 
iagerungen im perivitellinen Raum kénnen gelegentlich sogar subjektiv im 
Mikroskop beobachtet werden. Diese Drehbewegungen und Lageveriande- 
rungen der Eizelle im perivitellinen Raum, werden vielleicht durch intr a- 
zellulire Umschichtungen verschieden schwerer Eimaterialien 
ausgeldst. Sollen nun Bewegungsvorgange in einem derartigen Ei gemessen 
werden, so ist es erforderlich ein Verfahren anzuwenden, das aufiretende 
Eigenbewegungen der Eizelle weitgehend auszuschalten ge- 
stattet. Am geeignetsten hat sich das .,Relative Verschiebungsmittel*, Ei n- 
stein (1922), erwiesen. 

Es ist definiert als die auf eine Ebene projizierte mittlere Lageverschie- 
bung von sichtbaren Teilchen in der Zeiteinheit. 

Das .Relative Verschiebungsmittel* wurde zuerst von 
Schwébel (1951) zur Untersuchung der Viskositat des Cytoplasma in 
Parascaris-Eizellen mit Erfolg angewandt. 





A. Neufahrt 


2. Die Bestimmung des ,,Relativen Verschiebungsmittels* (RV M) 


Die Anfangslage der Granula zur Zeit t =0 wird in das von dem 
Film-Auswertgerat auf Transparentpapier projizierte Teilbild Tb =0 ein- 
gezeichnet. Nun dreht man den Filmstreifen, falls das RVM auf die Zeit- 
einheit eine Minute bezogen werden soll, um die diesem Zeitintervall ent- 
sprechende Teilbilderzahl Tb =x weiter und markierte die Endlage der 
Granulen. Durch das Vermessen der Ausgangslage mit der Endlage jedes 
einzelnen Granulums wird der zuriickgelegte Weg = relative Verschiebung 
in Mikron erhalten. Es wurden zur Bestimmung des RVM einer Minute die 
Anfangs- und Endlagen von jeweils 20 Granulen ausgemessen: 
ungefahr 200 Einzelmessungen waren fiir die Ermittlung des RVM 
fiir den Zeitraum von einer Minute erforderlich. 

Durch dieses Verfahren werden Drehungen der Eizelle parallel zur op- 
tischen Achse sowie Verlagerungen der Zelle im perivitellinen Raum senk- 
recht zur optischen Achse ausgeschaltet. 


IV. Untersuchungen iiber die Wirkungen von UV-Strahlen der 
Wellenlinge 4 = 253,7 mp auf die erste Teilung des Parascaris-Eies 
A. Der EinfluB des UV-Lichtes 


1. Der Einfluf des UV-Lichtes der Wellenlinge 2 = 253,7 mu auf die Tei- 
lungsverzégerung 


Aus einer Suspension von Eizellen wurde stiindlich (nach der bereits 
besprochenen Methode) eine konstante Menge herauspipettiert und bis zum 


Teilungsbeginn mit UV-Licht der Dosen 750, 1500 und 3000 erg/mm? be- 
strahlt. Der Verlauf der Werte fiir die Teilungsverzégerung ist in den 
Abb. 5 und 6 graphisch dargestellt. Auf der Ordinate ist die Teilungsver- 
zogerung in Minuten, auf der Abszisse der jeweilige Zeitpunkt der Bestrah- 
lung in Stunden nach der Kiihlschrankentnahme der Eizellen abgetragen. 

In beiden Abbildungen hat die Bestrahlung der Eizellen unmittel- 
bar nach Kiihlschrankentnahme die gré te, die Bestrahlung der Eier 
8 Stunden nach Entnahme keine Wirkung auf die Dauer des unier- 
suchten Intervalls. Die Teilungsverzégerung verhalt sich alsoumgekehrt 
proportional zur Zeit, gemessen von der Kiihlschrankentnahme der 
Eizellen bis zur Bestrahlung. Die Schnittpunkte der Kurven mit der Ab- 
szisse begrenzen Entwicklungsphasen, nach deren Ablauf die Zellen fiir UV- 
Strahlen in bezug auf die erste Teilung nicht mehr emp findlich sind. 
Alle nach diesen Phasen bis zum Teilungsbeginn in den gleichen Zeitab- 
standen bestrahlten Eizellen teilen sich unverzégert zur gleichen Zeit wie 
die unbestrahlten Kontrollen. Die Aus dehnung der empfindlichen Phase 
(Abszisse) wird von der eingestrahlten Dosis bestimmt; ihr Wert betragt 
in Abb. 5 fiir eine Desis von 750 erg 4 Stunden, fiir 1500 erg 5 Stunden und 
fiir 3000 erg/mm? 6 Stunden. In Abb. 6 tritt diese Abhangigkeit des strahlen- 
empfindlichen Bereichs von der Dosis nicht so deutlich hervor; die empfind- 
liche Phase ist fiir 750 und 1500 erg/mm? gleich grof. 

Bemerkenswert sind auch die hohen Verzégerungswerte in Abb. 6. Diese 
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Reaktionsunterschiede sind dadurch bedingt, da® hier Eier von Wiirmern 
aus zwei verschiedenen Pferden verwandt wurden, deren Habitus (Pferd 1 


(Min) 


Teilungsverzdgerung 








0 1 
Std. nach Kuhlschrankentnahme 
Abb. 5. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen. 
A = 233.7 mu. Pferd 1. 
Kurve 750 erg/mm?, Kurve — — — 1500 erg/mm?. Kurve 3000 erg/mm?, 


(Min ) 


Teilungsverzogerung 








0 2 3 

Std. nach KUhlschrankentnahme 
Abb. 6. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen. 
Kurve 750 erg/mm?, Kurve — — 1500, Kurve 3000 erg/mm2?. Pferd 2. 


gut genahbrt und Pferd 2 mager) fiir die Entwicklung der Wiirmer und letzt- 
lich fiir deren Eizellen vielleicht von Einflu® sein kénnte. Um in den folgen- 
den Versuchen diese zusatzliche Fehlerquelle auszuschalten, wurden alle 
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Bestrahlungsversuche nur an Eizellen aus Wiirmern des gleichen 
Pferdes vorgenommen. 


Wird die Weiterentwicklung der Eizellen verfolgt, die sich in bezug auf 


‘ 


Abb. 7. Geschidigtes T-Stadium. UV: 4 = 253.7 mu. Dosis = 3000 erg/mm?. 


UV-Strahlen (Dosis = 3000 erg/mm?*) als .unempfindlich* erwiesen, 
dann treten neben einer beachtlichhen Teilungsverzégerung des 


Abb. 8. Ein durch die UV-Strahlung stark geschadigtes T-Stadium. 4 = 253.7 mu. 
Dosis = 3000 erg/mm?. 


Zweizellen- in das T-Stadium bereits die ersten morphologischen 
Veranderungen (Abb. 7 und 8) sichtbar in Erscheinung. 

Diese Versuche wurden ausschlieBlich mit Eizellen durchgefiihrt, die bis 
zu vier Tagen bei einer Temperatur von 4°C aufbewahrt wurden. 

Zur Untersuchung der Frage nach dem Einflu® des Zellalters auf die 
Teilungsverzégerung wurden Parascaris-Eizellen 7, 14, 30 und 70 Tage nach 
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der Uterusentnahme mit UV-Licht der Wellenlange 4 = 253,7 mu (Dosis: 
3000 erg/mm?*) in der bisherigen Weise bestrahlt. Die Abb. 9, 10, 11 und 12 


€ Min.) 


Teilungsverzégerung 








0 1 2 3 
Std. nach Kihlschrankentnahme 


Abb. 9. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Kizellen 


7 Tage nach Uterusentnahme. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlange y = 253.7 mu. 


veranschaulichen die Ergebnisse dieser Untersuchungen. Bei Eizellen, die bis 
30 Tage lang in einer Temperatur von 4°C aufbewahrt wurden, tritt keine 
Veranderung der Linearitat der Verzégerungswerte ein, d. h., daf in diesen 
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Abb. 10. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eier 
8 5 s 
14 Tage nach Uterusentnahme. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlange 4 = 253,7 mu. 


Grenzen gehaltene Zellalter hat keinen Einflu& auf die Teilungs- 
verzogeruneg. 

Eine deutlichhe Abhangigkeit der Teilungsverzégerung 
vom Zellalter zeigen die in Abb. 12 dargestellten Versuchsergebnisse. 
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Der lineare Verlauf der Verzégerungswerte wird nunmehr durch einen halb- 
parabolischen abgeldst. 
Wie bereits in der Einleitung dargelegt wurde, erreicht die Teilungs- 
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Abb. it. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eier 
30 Tage nach Uterusentnahme. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlinge 4 = 253,7 mu. 


verzogerung réntgen- und UV-bestrahlter Arbacia-Eizellen ihr Maximum 
zur Zeit des sichtbaren Einsetzens der Prophase. Dieses Maximum der 
Strahlenempfindlichkeit wertet Lea (1947) als den sichtbaren Effekt eines 








2 


Sta nach KUhiscnrankentnahme 
Abb. 12. Der Verlauf der Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eier 
70 Tage nach Uterusentnahme. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlinge 2 = 253,7 mu. 


Erholungsvorganges. Werden mehrere Teilungen bestrahlter Arbacia-Ei- 
zellen verfolgt. und die Verzégerungswerte registriert, so stellt man eine 
stetige GréBenabnahme dieser Werte fest. Nach der dritten Teilung stellt 
sich gew6hnlich die arteigene Teilungsrate wieder ein. Die bestrahlte Arba- 
cia-Eizelle zeigt also eine echte Erholung vom Strahlenschaden. 
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UV-bestrahlie Parascaris-Eier kénnen sich nicht vom Strahlenschaden 
erholen; samiliche Eizellen zeigen wahrend der ersten Teilungen keine 
Anderung der Verzégerungswerte und entwickeln sich nur zu pathologischen 


—~ 
a. & 


Abb. 13. Pathologische Vielzellhaufen. Dosis = 3000 erg/mm*. Wellenlange 4 = 


253.7 mu, 


Zellhaufen, die absterben, nachdem ein gewisses Entwicklungsstadium er- 
reicht wurde. In den Abb. 13, 14 und 15 sind einige charakteristische, patho- 
logische Vielzellhaufen dargestellt. 


Abb. 14. Pathologische Vielzellhaufen. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlinge 4 = 


253.7 mu. 


2. Der Einflu# des UV-Lichtes der Wellenlingen = 253,7 mu auf die 
Teilungsverzégerung bei einer Versuchstemperatur von 4° C 
In dem vorangegangenen Abschnitt wurde bewiesen, da die Teilungs- 
verzogerung von der Dosis (Abb. 5 und 6) und mehr oder weniger von 
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A. Neufahrt 


dem Zellalter (Abb. 9, 10, 11 und 12), worunter die Zeitdauer der Kiihl- 
schrankaufbewahrung verstanden werden soll, bestimmt wird. Bei all diesen 


Abb. 15. 


Pathologische 


CAE ae PB i) A 
Vielzellhaufen. Dosis = 


3000 erg/mm?. Wellenlinge 4 = 253.7 mu. 


Versuchen 
doch ein  wichtiger 
Faktor, niimlich die 
Temperatur, unbe- 
riicksichtigt. Sie ist 
neben anderen Fakto- 
ren wie Sauerstoff 
und ausreichende 
Nihrstoffversor- 
gung fiir die intra- 
zelluliren Reak- 
tionen und damit fiir 
die Aufrechterhaltung 
des Lebens von gréf- 
ter Bedetuung. In den 
nun folgenden Ver- 
suchen soll die Wir- 
kung der UV-Strahlen 
bei niedriger Tempe- 


blieb je- 


ratur auf die Teilungsverzégerung des Parascaris-Eies untersucht werden. 


Die dem Kiihlschrank entnommenen Eier wurden mit destilliertem Wasser ge- 
waschen und bei 22 + 1°C bis zum jeweiligen Bestrahlungsbeginn belassen. Vor 
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Abb. 16. Der Einflu@ der UV-Bestrahlung wahrend einer Temperatur von 4°C auf 
die Teilungsverzégerung von Parascaris-Eizellen. Bestrahlungstemperatur = 4° C. 
Dosis = erg/mm?. Wellenlange 4 = 253.7 mu. 


jeder Bestrahlung wurde eine gréRere Zahl von Eizellen (2000) aus der Suspension 
entnommen, auf 4° C abgekiihlt und im Kiihlschrank mit UV der Wellenlange 2 = 
253.7 mu (Dosis = 3000 erg/mm?) bestrahlt. Die Weiterentwicklung dieser bestrahl- 
ten Eier erfolgte bei 22 + 1°C. 
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Die Verzégerungswerte bestrahlter Eizellen aus acht Versuchsserien 
(Abb. 16) zeigen eine beachtliche Verminderung der Teilungsverzégerung. 
Verglichen mit den Werten der bei 20+0,5°C bestrahlien Zellen sinkt der 
Maximalwert der Verzégerung der bei 4’C bestrahlten Eizellen um die 
Halfte, von 200 auf 100, ab. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, 
daf die Zelle in einer Art Ruhezustand von der UV-Strahlung in einem 
weit geringeren Make geschadigt wird als bei 20+0,5° C. 

Wahrscheinlich besteht ein direkter Zusammenhang der Metaboliten- 
tatigkeit mit der UV-Schadigung. 


4 
500 + 
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Abb. 17. Der EinfluB einer Kaltenachbehandlung auf die Teilungsverzégerung UV- 
=) f=] 
bestrahlter Parascaris-Eizellen. Nachbehandlungstemperatur = 4°C, Dosis = 
dS 
3000 erg/mm?. Wellenlange 4 = 253.7 mu. 


3. Der Einflu# des UV-Lichtes der Wellenlainge 1 = 253,7 mu auf die Tei- 
lungsverzégerung somie die Wirkung einer Kalte- und Stickstoffnachbe- 
handlung auf die Erholung bestrahlter Parascaris-Eizellen 


Zur Untersuchung der Wirkung einer Kaltenachbehandlung auf UY- 
bestrahlte Eizellen wurden die Eier bei 20 + 0,5° C bestrahlt und sofort fiir 
3 Tage in eine Temperatur von 4° C gebracht. Nach Ablauf dieser Zeitspanne 
erfolgte ihre Weiterentwicklung bei 22 + 1°C. 

Die hohen Verzégerungswerte (Abb. 17) lassen eindeutig den sch ad i- 
genden EinfluB einer anschlieBenden Kaltenachbehandlung 
erkennen. Die Verzégerungswerte sind durchschnittlich doppelt so hoch wie 
die Werte bei Eizellen, die bei 20 + 5° C bestrahlt wurden. Im Vergleich zu 
den Verzégerungswerten der bei 4°C besirahlten Eizellen verhalt sich der 
GroéRenunterschied sogar 1 : 4. 

Bei den Untersuchungen von Cook (1939) und Evans (1950) iiber den 
Einflu® einer langeren Kaltenachbehandlung auf die Erholung réntgenbe- 
strahlter Parascaris-Eizellen ist, wie der héhere Anteil an pathologischen 
Embryonen bewies, eine teilweise Erholung eingetreten. 

Protoplasma, Bd. LII/4 : 33 
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Bringt man Parascaris-Eizellen, die mit dem UV-Licht der Wellenlinge 
2=253,7 mu (Dosis = 3000 erg) bestrahlt wurden, fiir laingere Zeit (12 
Wochen) in eine Temperatur von etwa 4° C und anschliefend in optimalen 


Abb. 18. Pathologischer Embryo. Wellenlange 4 = 253.7 mu. Dosis = 3000 erg/mm?. 


Lebensbedingungen (30° C und ausreichende Versorgung mit Frischluft) zur 

Entwicklung, dann bilden diese Zellen neben vereinzelten pathologischen 
Embryonen (Abb. 18, 19 und 20) 
nur unregelmiafige Zell- 
haufen aus. In keiner der 
untersuchten Serien konnten An- 
zeichen ermittelt werden, die auf 
eine teilweise Erholung § der 
bestrahlten Zellen vom Strahlen- 
schaden hingewiesen _hitten. 
Offenbar sind die Verainde- 
rungen_ wichtiger Zellele- 
mente durch das UV-Licht 
der Wellenlinge 2% = 253,7 mu 
bedeutend gréfer als die Ver- 
ainderungen, die durch die 
Réntgenstrahlen verursacht 
wurden. 

Abb. 19. Pathologischer Embryo. Wellen- Da es sich bei den Ascariden 

lange A= D557 mu. Dosis = 3000 erg/mm?. um fakultative Anaerobionten 
handelt, lag es nahe, die Wirkung 

einer sauerstofffreien Stickstoffatmosphire auf die Er- 

holung UV-bestrahlter Eizellen zu untersuchen. 

Die Eier wurden stiindlich nach der Kiihlschrankentnahme bestrahlt und 
anschlieBend in einem Exsikkator, der mit Stickstoff gefiillt war, maximal 
48 Stunden aufbewahrt. 
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Der geringe Sauerstoffanteil, der im handelsiiblichen Stickstoff noch vor- 
handen ist, konnte mit Hilfe einer konzentrierten Pyrogallollésung, durch 
die der Stickstoff geleitet wurde, entfernt werden. Der mit einem Stutzen 
fiir die Aufnahme eines doppelt durchbohrten Stopfens versehene Exsik- 
kator wurde mit den beschickten BestrahlungsgefiBen gefiillt. Nachdem 
15 Minuten lang Stickstoff eingestrémt, und man annehmen durfte, da die 
Luft véllig aus dem Gefaf vertrieben war, wurden beide Ventile der Ein- 
und Auslafrohre geschlossen. 


Abb. 20. Pathologischer Embryo. Wellenlinge 4 = 253.7 mu. Dosis = 3000 erg/mm?. 


Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Eizellen in optimalen Be- 
dingungen (30°C und ausreichende Versorgung mit Frischluft) zur Ent- 
wicklung gebracht. 


Die Versuchsergebnisse zeigen, daB die Abwesenheit von Sauer- 
stoff nach der Bestrahlung keinen Einflu® auf die Strahlener- 
holung der Parascaris-Eizellen hat. Aus samtlichen UV-bestrahlten Eiern 
gehen ausschlieBlichh pathologische Keime hervor. 


B. Der Einflu& von Stickstoff wahrend der Bestrah- 
lungauf die Erholung der Eizelle vomStrahlenschaden 


Die beschriebenen Versuche zeigten, da eine Stickstoffnachbehand- 
lung die Strahlenerholung UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen nicht for- 
dert. Es ware durchaus denkbar, da die UV-Schaden bei An- 
wesenheit von Sauerstoff wahrend der Bestrahlung durch ox y da- 
tive Reaktionen in der Zelle fixiert werden, und dann durch 
den einsetzenden anaeroben Stoffwechsel nicht mehr zu beheben sind. Nun 
bleibt zu untersuchen, inwieweit sich durch einen Ersatz von Sauerstoff 
durch Stickstoff wahrend der Bestrahlung Veranderungen in der Entwick- 
lung der Zellen ergeben. 

33* 
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Fiir diese Versuche wurde eine Kiivette verwandt, die eine Bodenplatte aus 
Quarz und einen luftdicht verschlie®baren Schraubdeckel aufwies. AuRerdem waren 
beiderseits zwei Rohrstutzen fiir den Anschlu® der Gasschlauche angebracht. 

Die Parascaris-Eier wurden in dieser Kiivette bestrahlt, durch die 25 Minuten 
vor bis 5 Minuten nach einer jeweiligen Bestrahlung sauerstoffreier Stickstoff 
strémte, Als Kontrollen dienten zwei in Luft bestrahlte Versuchsserien. Die Weiter- 
entwicklung der in Stickstoff bestrahlten Parascaris-Eizellen erfolgte in optimalen 
Bedingungen (30°C und ausreichende Versorgung mit Frischluft). 


Die Versuchsergebnisse zeigen jetzt eine teilweise Erholung der 
Eizellen vom Strahlenschaden. 26% aller bestrahlten Eier einer Serie, das 
sind 2400 Zellen, hatten nach acht Tagen normale Embryonen ent- 
wickelt, die sich recht lebhaft bewegten. 

Unterschiede in der Teilungsverzégerung zwischen den 
in Stickstoff und den in Luft bestrahlten Eizellen traten nicht 
auf. 


C. Untersuchungen tiber den Einflu& von UV-Licht 
der Wellenlanged = 253,7 mu undeiner Dosis von 3000 erg/mm* 
auf die Viskositat des Cytoplasma 


Auf Grund der Ergebnisse der vorangegangenen Abschnitte kénnte 
durchaus ein Einflu8 dieser Strahlung auf die Viskositat des Cytoplasma 
vorliegen. Mit Hilfe der Zentrifugierung und der Granulabewegung (RVM) 
sollen die Viskositatsveranderungen des Plasma bestrahlier Eizellen vom 
Zeitpunkt der Bestrahlung bis zum Teilungsbeginn und wiahrend der Tei- 
lung ermittelt werden. 


Die dem Kiihlschrank entnommenen Eizellen wurden in eine Glasschale iiber- 
fiihrt und in einschichtiger Lage bestrahlt. Bis zum Teilungsbeginn wurde stiind- 
lich eine gleiche Eianzahl entnommen, in die Zentrifuge gebracht und so lange 
zentrifugiert, bis alleiw groBen Granulen in eine Eihemisphiare 
verlagert waren. Die Zeitdauer (Minuten), die zu einer Verlagerung der Granulen 
in der Zelle aufgewandt werden muf, kann als relativer Wert der intrazellulaéren 
Viskositaét angesehen werden; denn je geringer die Viskositaét des Plasma, desto 
rascher erfolgt eine Verlagerung der Granulen. 

In Abb. 21 ist die Viskositatsinderung bis zum Teilungsbeginn in u n- 
bestrahlten Eizellen dargestellt; Abb. 22 und 23 veranschaulichen 
den Verlauf der Viskositaét in Eiern, die eine Dosis von 1500 und 
3000 erg/mm* eingestrahlt erhielten. Auf der Ordinate ist die Zentrifugie- 
rungsdauer in Minuten, auf der Abszisse der jeweilige Zeitpunkt der Zentri- 
fugierung in Stunden nach erfolgter Bestrahlung eingetragen. Samtliche 
Versuche wurden bei 22+1° C ausgefiihrt. 

In Abb. 21 (Kurve 1 und 2) setzt sofort bei Entwicklungsbeginn der Ei- 
zellen eine stetige Verringerung der Viskositat ein, die allmahlich einem 
Minimum zustrebt: nach 12 Stunden Teilungsvorbereitung hat die Viskositat 
des Cytoplasma ihren niedrigsten Wert erreicht. Die Untersuchung der 
Viskositat in Eizellen, denen eine Dosis von 1500 erg/mm? eingestrahlt wurde 
(Abb. 22), bringt, abgesehen von kleinen Unterschieden, einen der Abb. 21 
ahnlichen Verlauf der ermittelten Werte fiir die Viskositat: eine Bestrah- 
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lungsdosis von 1500 erg/mm? vermag die Viskositat des Plasma nur 
wesentlich zu beeinflussen. 
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Abb. 21. Die Anderung der Viskositat in unbestrahlten Parascaris-Eizellen bis zur 
ersten Teilung. Kurve ——— Uterus 1, Kurve Uterus 2. 
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Abb. 22. Die Anderung der Viskositat in UV-bestrahlten Parascaris-Eizellen bis 


zur ersten Teilung. Dosis = 1500 erg/mm?, Wellenlange 4 = 233.7 mu. Kurve — — -- 


Uterus 1, Kurve — — — Uterus 2 und Kurve Uterus 3. 


Demgegeniiber zeigt die Dosis von 3000 erg/mm? eine deutliche Wirkung 
auf die Viskositaét des Cytoplasma bestrahlter Eizellen (Abb. 23). 
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Auf eine anfiangliche Viskositatsabnahme folgt bei Kurve — — — nach 
drei Stunden, bei Kurve nach vier Stunden und bei Kurve ——— 
nach fiinf Stunden eine konstante Viskositat, die sich bis neun Stunden 
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Abb. 23. Die Anderung der Viskositaét in UV-bestrahlten Parascaris-Eizellen bis 
zur ersten Teilung. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlange 4 = 253,7 mu. Kurve 
Uterus 1, Kurve — — Uterus 2, Kurve Uterus 3. 
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Abb. 24. Die Granulabewegung (RVM) UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen wahrend 

der Teilung. Dosis = 3000 erg/mm?. Wellenlainge 4 = 253.7 mu, ——— 10 Stunden 

nach Kiihlschrankentnahme. — — — 5 Stunden nach Kiihlschrankentnahme. —.—.— 
0 Stunden nach Kiihlschrankentnahme. —- -- -- unbestrahlte Eizellen. 
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nach Entwicklungsbeginn der Eizellen erstreckt. Von diesem Zeitpunkt ab 
setzt eine erneute Abnahme der Viskositat bis zum Teilungsbeginn der Eier 
ein. 

Die Untersuchung der Viskositat wihrend der Zellteilung 
mit Hilfe der Anderung der Granulabewegung (R VM) in Eizellen, 
die in drei Phasen unterschiedlicher Empfindlichkeit bestrahlt wurden 
(Abb. 24), laft eine Wirkung der eingestrahlten Dosis vermissen. 

Auf der Ordinate dieser Darstellung ist die Granulabewegung 
in Mikron, auf der Abszisse die diesen Werten zugeordnete Zeit in Minu- 
ten nach Teilungsbeginn abgetragen. 

Samtliche Kurven beginnen mit einem Anstieg der _Intensitat der 
Granulabewegung (RVM), dem sich ein starker Abfall der Intensitiat 
anschlieft, der wieder von einem Anstieg der Granulabewegung (RVM) in 
der 9. bis 12. Minute nach Teilungsbeginn abgelést wird. Nach diesem 
zweiten Maximum beobachtet man einen erneuten Abfall der Be- 
wegungsintensitat bis zur vélligen Durchschniirung der Eizelle. Fiir die 
Viskositatszustande in der Eizelle bedeutet eine Zunahme der Inten- 
sitat der Granulabewegung (RVM) eine Verringerung, und eine 
Abnahme der Intensitat der Granulabewegung (RVM) eine E r- 
héhung der Viskositit. 

Die in Abb. 24 aufgetretenen Unterschiede der eingezeichneten Kurven 
sind nicht einer Strahlenwirkung, sondern ausschlieBlich der ,,Individuali- 
tat“, d. h. der individuellen Verschiedenheit der zelleigenen Viskositat zu- 
zuschreiben. Die Kurven der Abb. 21, 22 und 23 bieten hierfiir die besten 
Beispiele, nur mit der Ausnahme, daf es sich hier um die Gesamtzahl der 
in einem Uterus vorhandenen und nicht um einzelne Eizellen handelt. 


D. Die Wirkung des UV-Lichtes der Brenner HQA 500 
und HNS 12 


1. Die Wirkung des UV -Lichtes der Brenner HQA 500 und HNS 12 auf die 
Viskositét mahrend der Zellteilung 

Die Eiweifbestrahlung mit UV-Licht fiihrt zu Schadigungen, die sich 
durch Veranderungen der Viskositat bemerkbar machen. Ausgelést werden 
diese Verainderungen 1. durch eine photochemische Reaktion, die in einer 
Verainderung der Verkniipfung und Zuordnung der Polypeptid- 
ketten besteht, 2. durch die Uberfiihrung des bestrahlten Eiweifes in die 
Koagulationsreife und schlieBlich 3. durch die Koagulation selbst. 

Die Analyse der Granulabewegung (RVM) in Parascaris-Ei- 
zellen, die waihrend der Teilung bestrahlt und unter Zeitra f- 
fung aufgenommen wurden, soll einen quantitativen Vergleich der Wir- 
kungen einzelner UV-Spektralbereiche und des UV-Lichtes der Wellenlange 
4 = 253.7 mu auf die Viskositét des Cytoplasma erméglichen. 

In Abb. 25 ist die Granulabewegung (RVM) in Eizellen eingezeichnet, 
die 7 Tage nach der Uterusentnahme mit UV-Licht verschiedener 2-Bereiche 
(Bickstrém und WG 6, Backstrém und WG7 und nur das Backstrémfilter) 
des HQA-Brenners bestrahlt wurden. Auf der Ordinate ist wieder die 
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Granulabewegung in Mikron, auf der Abszisse, die diesen u-Werten 
zugeordnete Zeit in Minuten nach Teilungsbeginn abgetragen. 

Sofort nach Teilungsbeginn sinkt die Plasmaviskositat ab, charakterisiert 
durch den Anstieg der Intensitét der Granulabewegung. Auf 
diesen Anstieg folgt dann ein Abfall der Bewegungsintensitat, der nach 
einer kurzfristigen Unterbrechung in der 12. Minute nach Teilungsbeginn 
sein Minimum erreicht hat: wahrend dieses Teilungsstadiums ist die Vis- 
kositat am gréBten. Nach diesem Minimum kommt es zu einem zweiten 
Maximum der Bewegungs-Intensitét in der 14. und 15. Minute nach Tei- 


p/Min. 


Granulabewegung 








Minuten 


Abb. 25. Die Granulabewegung (RVM) in Parascaris-Eizellen, die w a h- 

rend der Teilung_ bestrahlt wurden. — Backstrém und WG6, —--- -- 

Backstr6m und WG7, — — — nur Baickstrém-Filter, .... unbestrahlie Eizellen. 
Dosis = 5.8 X 10° erg/em?. Eier 7 Tage nach Uterusentnahme. 


lungsbeginn, dem sich dann bis zur vélligen Durchschniirung der Eizelle 
in der 21. bzw. 24. Minute eine Viskositatszunahme anschlieBt. Die kaum 
nennenswerten Unterschiede des UV-Lichtes der eingestrahlten S p e k- 
tralbereiche lassen vermuten, dak ..j un ge“ Zellen (wobei unter dem 
-Zellalter* die Dauer der Kiihlschrankaufbewahrung der Uteri verstanden 
werden soll) durch UV-Licht dieser j-Bereiche (gleiche Dosis) nahezu un- 
beeinflu&Bbar sind. 

Anders verhalten sich Parascaris-Eier 30 Tage nach der Uterusentnahme 
(Abb. 26). Hier kommt es nur in Eizellen, die mit UV-Licht der Filterkombi- 
nation Backstrém und WG 6 besirahlt wurden, in der 3. Minute nach Tei- 
lungsbeginn zu einem Intensitats-Maximum der Granulabewegung (RVM): 
es liegt um einen durchschnittlichen Wert von 0.25 uw héher, als die Maxima 
der beiden folgenden Kurven. Ebenso kommt es in der 15. Minute nach 
Teilungsbeginn nur in Kurve ( —) zu einem ausgepragten zweiten Maxi- 
mum der Granulabewegung (RVM). Die Werte fiir die Granulabewegung 
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in Eizellen, die mit dem von der Filterkombination Backstrém und WG7 
und vom Backstrém-Filter allein hindurchgelassenen UV-Licht bestrahlt 


pi Min. 


Granulabewegung 








0 3 
Minuten 
Abb. 26. Die Granulabewegung’ (RMV) in Parascaris-Eizellen, die w ah- 
rend der Teilung bestrahlt wurden. Backstrém und WG 6, -- —- -- Back- 
strom und WG7, — — — nur Backstrém-Filter, .... unbestrahlte Eizellen. Dosis = 
5,8 X 10®°erg/em®. Eier 30 Tage nach Uterusentnahme, 


Bd Min. 


Granulabewegung 
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Minuten 
Abb. 27. Die Granulabewegung (RVM) in Parascaris-Eizellen, die w ia h- 
rend der Teilung mit dem UV-Lichte der Wellenlainge 4 = 253,7 my bestrahlt 
wurden und — — — bestrahlte Eizellen, .... unbestrahlte Eizellen. Dosis = 
5 X 10° erg/em*. Eier 7 Tage nach Uterusentnahme. 


wurden, liegen relativ dicht beieinander und lassen so auf die gleiche W i r- 
kung beider UV-Spektralbereiche auf das Cytoplasma schliefen. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen auffer dem Unterschied der Strahlen- 
wirkung verschiedener 4-Bereiche auf das Plasma ,,junger“ und ,,alterer“ Ei- 
zellen eine Erhéhung der Schadigung mit zunehmendem A nteil 
an kurzwelliger Strahlung. 

Die vom ,Zellalter* abhangige UV-Strahlenwirkung auf 
das Cytoplasma ist noch eindrucksvoller in den Abb. 27 und 28 zu erkennen. 
Ein nahezu wellenférmiger Verlauf (Abb. 27) zeichnet die Granula- 
bewegung (RVM) in Eizellen aus, die sieben Tage im Kiihlschrank aufbewahrt 


wurden. Der dreimalige Wechsel von Maximum und Minimum der Inten- 
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Abb. 28. Die Granulabewegung in Parascaris-Eizellen, die wihrend 
der Teilung mit dem UV-Lichte der Wellenlinge 4 = 253,7 my bestrahlt wurden. 
und — — — bestrahlte Eizellen, .... unbestrahlte Eizellen. Dosis = 
5 X 105 erg/em?. Eier 30 Tage nach Uterusentnahme, 


sitat der Granulabewegung deutet auf eine rhythmische Ver- 
anderung der Plasmaviskositat durch die UV-Strahlung hin. 

Andersartig ist die Wirkung der UV-Strahlung des gleichen Brenners 
auf das Cytoplasma von Parascaris-Eizellen die 30 T a ge im Kiihlschrank 
aufbewahrt wurden (Abb. 28). Nach Teilungsbeginn kommt es zu einem 
langsamen Ansteigen der Intensitét der Granulabewegung (Abnahme der 
Viskositat), die ihr erstes Maximum in der 5. und 6. Minute nach Teilungs- 
beginn erreicht. Dieser Viskositaétserniedrigung (erhéhte Intensitat der Gra- 
nulabewegung) schlicft sich zuerst ein stetiger Abfall der Intensitat an, der 
in der 9. Minute von einem fast gleichbleibendem Verlauf der RVM-Werie 
abgelést wird. Die Parallelitat der RVM-Werte zur Abszisse laRt auf eine 
konstante Viskositat in der Zelle bis zur vélligen Durschniirung schliefen; 
die kleinen Abweichungen der Kurve (— — —) kénnen vielleicht vernach- 
lassigt werden. 
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2. Die Wirkung des UV -Lichtes der Brenner HQA 500 und HNS 12 auf den 
Ablauf des Durchschniirungsvorganges 


An die Ergebnisse iiber den Einflu& von UV-Licht auf die Viskositat 
sich teilender Eizellen verschiedenen ,,A1ters* ankniipfend, soll nun eine 
Analyse der Bildung der Teilungsfurche folgen. Harmonisch 
aufeinander abgestimmte physikalische und chemische Reaktionen bewir- 
ken einen Vorgang, dessen restlose Aufklarung bis heute noch nicht erreicht 
wurde. Es wird angenommen, daft die Durchschniirung durch ahnliche Re- 
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Abb. 29. Der Teilungsverlauf UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen 7 Tage nach 


Uterusentnahme. Kurve unbestrahlte Eizellen. Dosis = 5,8 X 10° erg/cm?. 
Abszisse: Von der Furche zuriickgelegte Wegstrecke. Ordinate: Zeitdauer der Teilung. 


aktionen ausgelést wird wie die Muskelkontraktion, bei der besonders ATP 
und gewisse Mg*+ eine wichtige Rolle spielen. 

Immerhin ware es interessant zu wissen, ob und inwieweit eine V er- 
anderung der Viskositat diese Vorgiange zu beeinflussen 
vermogen. 

Die Mitteilung der Ergebnisse der Viskositatsuntersuchun- 
gen réntgenbestrahlter Eizellen erfolgt erst im Anschluf an die 
Untersuchungen mit UV. Trotzdem sollen die Wirkungen verschiedener 
Dosen von Réntgenstrahlen auf den Durchschniirungsver- 
lauf der Ejizelle bereits hier besprochen werden. 

Mit Hilfe der Teilbildanalyse ist es méglich, den Durchschnii- 
rungsverlauf bestrahlter Zellen zu verfolgen. Man zeichnet von Minute zu 
Minute je ein Teilbild des Filmstreifens auf Transparentpapier 
und projiziert die Endpunkte des Furchengrundes auf eine 
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gemeinsame Achse (Lamina 1958). Die in den einzelnen Minuten von der 
Furche zuriickgelegten Wegstrecken kénnen auf diese Weise genau gemes- 
sen und den betreffenden Zeitintervallen zugeordnet werden. Der End- 
punkt jeder Kurve gibt gleichzeitig den Zeitpunkt der vélligen 
Durchschniirung der Zelle an. 

In den Abbildungen 29, 30, 31 und 32 ist auf der Ordinate die Zeitdauer 
der Teilung, auf der Abszisse die in diesen Zeitabstanden von der Teilungs- 
furche zuriickgelegte Wegstrecke in Mikron abgetragen. 

In Abb. 29 werden von der Furche der mit dem UV-Licht der {-Bereiche 
Backstrém und WG6, Backstrém und WG7 und nur das Backstrém-Filter 
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Abb. 30. Der Teilungsverlauf UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen 30 Tage nach 
Uterusentnahme. Kurve .... unbestrahlte Eizellen. Dosis = 5,8 X 10® erg/cm?, Ab- 
szisse: Von der Furche zuriickgelegte Wegstrecke. Ordinate: Zeitdauer der Teilung. 





bestrahlten ,,jiingeren“ Eizellen in den ersten acht Minuten gleiche Weg- 
strecken zuriickgelegt. Die von der achten Minute an auftretenden Unter- 
schiede sind nicht auf eine Strahlenwirkung, sondern lediglich 
auf die verschiedenen Eidurchmesser zuriickzufiihren. 

Von einem Einflu@ der durch die UV-Strahlung veranderten Viskositat 
des Plasma in ,ilteren“ Eizellen (Abb. 26) kann auch in Abb. 30 nicht 
gesprochen werden. Die in Kurve 1 der Abb. 30 ersichtliche Verzégerung des 
Vordringens der Teilungsfurche wird durch das ,,Nachhinken“ einer Eiseite 
wihrend der Teilung bedingt. Nach 5 Minuten ist der Teilungsvorgang 
dieser ,nachhinkenden“ Eiseite so weit fortgeschritten, dai von diesem Zeit- 
punkte an vom Furchengrund gleiche Wegstrecken in der Zeiteinheit zuriick- 
gelegt werden. 

Auch in Eizellen (Abb. 31) 7 und 30 Tage nach Uterusentnahme, die mit 
UV-Licht der Wellenlainge 4 = 253,7 my bestrahlt wurden, ist kein Einflu® 
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der Viskositat auf den Furchungsverlauf festzustellen. Die Teilungskurven 
weichen in ihrer Form nicht von der unbestrahlter Eizellen (Kurve . . .) ab. 
Da bei den besprochenen Versuchen nur konstante UV-Dosen angewandt 
wurden, kann iiber die Wirkung verschieden hoher Dosen auf die Furchung 
der Eizelle noch nichts ausgesagt werden. 
Um eine Klaérung dieser Zusammenhiange zu erreichen, wurde die Fur- 
chenbildung réntgenbestrahlter Parascaris-Eier mikrokine- 


matographisch verfolgt und die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
in Abb. 32 eingezeichnet. 


c 
® 
= 

£ 

= 








Abb. 31. Der Teilungsverlauf UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen 7 und 30 Tage 

nach Uterusentnahme. Kurven 7 Tage, Kurven — — — 30 Tage alte Eier, 

Kurve .... unbestrahlte Eizellen. Dosis = 5 X 105 erg/cm?. Wellenlinge 4 = 253,7 mu. 

Abszisse: Von der Furche zuriickgelegte Wegstrecke. Ordinate: Zeitdauer der 
Teilung. 


Der Teilungskurvenverlauf ist, von den kleinen individuellen Unter- 
schieden abgesehen, mit der Teilungskurve unbestrahlter Eizellen identisch. 
Bestrahlungsdosen, die nur eine geringe (Kurve ), und Dosen, die eine 
groe Viskositatsanderung verursachen (Kurve ), sind wirkungs- 
gleich. Fiir die Dosis von 8 kr ist dies nicht weiter wunderlich, denn eine 
geringe Viskositatsanderung wird sich fiir den Furchungsverlauf nicht als 
hindernd erweisen. Um so erstaunlicher ist es, daf eine Dosis von 48 kr, die 
einen grofen Einflu& auf die Viskositat des Plasma der Zelle auszuiiben 
vermag (Abb. 35), den Vorgang der Furchenbildung nicht 
beeinflu@t. Die kontraktionsfahige Zone erwies sich strahlenresistenter als 
man annehmen konnte. 
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3. Die Absorption des UV-Lichtes der Hg-Brenner HQA 500 und HNS 12 
durch das Parascaris-Ei 


In den vorausgegangenen Abschnitten wurden die Reaktionen der UV- 
Strahlen der beiden Hg-Brenner auf das Cytoplasma der Parascaris-Eizelle 
aufgezeigt und miteinander verglichen. Von besonderem Interesse ist es nun, 
die Absorption des Gesamtlichtes der beiden Brenner durch 
die Eizelle zu messen, um festzustellen, ob die quantitativen Unterschiede 
der Strahlenwirkung auf das Cytoplasma der Zelle etwa absorptionsbedingt 
sind. 








Abb. 32. Der Teilungsverlauf réntgenbestrahlter Parascaris-Eizellen. 

Kurve 8 kr, Kurve — — — 16kr, Kurve ----—- 32 kr, Kurve —.—.— 48 kr, 

Kurve .... unbestrahlte Eizellen. Abszisse: Von der Furche zuriickgelegte Weg- 
strecke. Ordinate: Zeitdauer der Teilung. 


Zur Absorptionsmessung fand folgende Gleichung Verwendung (Giese 
1938): 


B&B 4 
oe 

In dieser Gleichung bedeutet I, die Intensitaét des einfallenden und I, die Inten- 
sitat des durchfallenden Lichtes. 

Die Zahl] A, laft sich aus der im Experiment vorliegenden Anzahl der Para- 
scaris-Eier, dividiert durch die gréfte Zahl der Eizellen, die in einschichtiger Lage 
den Boden des Mefigeriates bedecken kénnen, ermitteln. 

I, und J, lassen sich mit einer Photozelle oder mit einer Thermosdule bestimmen. 


Das benutzte MefgefaR bestand aus einem Quarzobjektirager, dem ein 
Glasring mit einem Durchmesser von 16mm mit Paraffin aufgekittet war. 
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In diesen Ring paftte genau das Ende eines der kegelstumpfférmigen 
Reflektoren, so daf die bestrahlte Flache auf den Ringdurchmesser begrenzt 
werden konnte. Da simtliche Eizellen im optischen Schnitt eine elliptische 
Form aufweisen, wurden an hundert Eizellen beide Halbmesser gemessen 
und die absorbierende Flache des Eies berechnet. Sie betrug im Durschnitt 
6,2 X 10° v?. Der Flacheninhalt des Glasrings betrug 201 X 10° y?. Unge- 
fihr 32300 Eizellen sind demnach erforderlich, um den Boden dieses 
GefaRes in einschichtiger Lage zu bedecken. 

In die Tabelle Abb. 33 sind die errechneten Werte fiir sechs Messungen 
eingetragen. Der Vergleich der beiden Mittelwerte A zeigt eine um 0,34 
stirkere Absorption der HNS-12- gegeniiber der HQA-500-Strahlung. 


Abb. 33. Die UV-Absorption von Parascaris-Eizellen bei der Bestrahlung mit den 
beiden Hg-Brennern HQA 500 und HNS 12. 





Gesamtlicht des Hg-Hochdruckbrenners HQA 500 


Versuche | Hieranzahl | I, | 1, | t-Lylly | 1/Ae |S-Ly[Ipxt/de| A rel. 





| 4572 67,60 | 55,50 0,18 1,29 


| 1,18 


| | 
| 4366 61,30 | 52,20 0,15 | 1,07 
| 5450 60,78 | 48,47 | 0,20 | 


Gesamtlicht des Hg-Niederdruckbrenners HNS 1: 


| | 
5272 8,0 6,0 | 0,25 3 | 1,58 
4164 oe | @ | weet 2 oe 


6290 PR SER eae 1,43 





UV-Licht einer bestimmten Wellenlange kann nur in Substanzen voll 
zur Wirkung kommen, von denen es maximal absorbiert wird. Von dieser 
Tatsache ausgehend, lassen sich nun auch die gréReren Wirkungen der Wel- 
lenlange 4 = 253,7 mu auf das Cytoplasma verstehen, deren Ursache in einer 
starkeren Absorption dieser Wellenlange in den Nukleoproteiden zu liegen 
scheint. 

Das Spektrum des Hg-Hochdruckbrenners HQA 500, dessen cytologisch 
wirksamen Linien im UVC nur einen relativ kleinen Energieanteil auf- 
weisen (Abb. 1), wird von der Parascaris-Eizelle im geringeren Mafte absor- 
biert. Diese beiden genannten Faktoren sind dafiir verantwortlich zu machen, 
da& trotz einer hdheren Dosis (5,8 X 10° erg/cm?) eine kleinere Wirkung auf 
die Viskositat des Cytoplasma erzielt wurde. 


V. Die Wirkung von Réntgenstrahlen auf die Viskositét wahrend 
der Teilung der Parascaris-Eizelle 


Nach den Untersuchungen iiber die Wirkung von UV-Strahlen der Wel- 
lenlangen 4 = 220—248 my auf Eiweiflésungen, Rajewsky (1929), ist 
es nicht ausgeschlossen, an Priadissoziationszustande der bestrahlten Mole- 
kiile zu denken. Ebenfalls ist eine Wirkung der durch die UV-Strahlen aus- 


geldésten, langsamen Elektronen auf die bestrahlte Materie keineswegs zu 
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verneinen. Die energiereichen Réntgenstrahlen verursachen ausschlieflich 
Ionisationen in den getroffenen Molekiilen. Bestrahlt 


Granulabewegung p/ Min. 
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Abb. 34. Die Granulabewegung (RVM) in Parascaris-Eizellen wahrend der Teilung, 
die mit verschiedenen Réntgendosen bestrahlt wurden. Kurve 8kr, Kurve 
— — — 16kr. Kurve .... unbestrahlte Eizellen. 


Granulabewegung p/ Min, 
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Abb. 35. Die Granulabewegung (RVM) in Parascaris-Eizellen wahrend der Teilung, 
die mit verschiedenen Réntgendosen bestrahlt wurden. Kurve — —— 32 kr, Kurve 
—.—.— 48kr und Kurve .... unbestrahlte Eizellen. Ordinate: Granulabewegung 
in Mikron. Abszisse: Die diesen Mikron-Werten zugeordnete Zeit in Minuten nach 
; Teilungsbeginn. 


man eine Substanz mit einer Strahlung, deren Quantenenergie gréBer als 
die Bindungsenergie der Molekiile ist, so wirkt die Strahlung auf die Atome, 
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die diese Molekiile aufbauen. In den getroffenen Atomen werden Elektronen 
herausgeschlagen, die bei einem Zusammenstof mit anderen Molekiilen zu 
Dissoziationen, d. h. zu heterolytischer Spaltung fiihren kénnen. 

In den Abb. 34 und 35 sind die Wirkungen verschiedener R éntgen- 
dosen auf die Viskositat der Parascaris-Eizelle wihrend der Teilung 
graphisch dargestellt. 

Auf der Ordinate ist die Granulabewegung (RVM) in Mikron, 
auf der Abszisse die diesen Werten zugeordnete Zeit in Minuten nach Tei- 
lungsbeginn abgetragen. 

Auf eine Viskositatserniedrigung (Abb. 34) réntgenbestrahlier Eizellen, 
Kurve - in der vierten und bei Kurve — — in der ersten Minute 
nach Teilungsbeginn, folgt ein Anstieg der Viskositat, der nur in Kurve —— 
von einer erneuten Abnahme der Viskositat in der 15. Minute nach Teilungs- 
beginn abgelést wird. Dieses zweite Intensitiétsmaximum der Granula- 
bewegung tritt in Eizellen, die mit 16 kr bestrahlt wurden, nicht mehr auf. 

Die Viskositat des Plasma r6éntgenbestrahlter Parascaris 
Eizellen steht scheinbar in einem direkten Zusammenhang mit der ein- 
gestrahlten Dosis. 

Um so iiberraschender ist es, wenn plétzlich diese Proportionali- 
tat von der lebenden Zelle aufgehoben wird (Abb. 35). Das in 
der 3. Minute nach Teilungsbeginn auftretende Intensititsmaximum 
(Kurve ———) ist dem ersten Maximum unbestrahlter Eizellen gleich grof. 
Das zweite Maximum in der 12. Minute nach Teilungsbeginn ist sogar um 
0,18 u gréRer als das zweite Maximum der Granulabewegung in unbestrahl- 
ten Eizellen. Kurve . 48kr, zeigt wieder die Proportionali- 
tat der Viskositat des Cytoplasma zur eingestrahlten Dosis. Dem 
ersten Maximum der Granulabewegungs-Intensitat folgt ein starker Abfall 
bis auf 0,28 u/min. Dieser Abfall wird durch einen Anstieg der Intensitat 
der Granulabewegung auf 0,35 «/min in der 6. Minute nach Teilungsbeginn 
abgelést, dem nun ein stetiger Abfall der Iniensitat der Granulabewegung 
(RVM) bis auf 0,1 «/min folgt. Diese Intensitatsminderung ist einer fort- 
schreitenden Viskositatszunahme des Cytoplasma identisch. 


VI. Theoretischer Teil 


In dem nun folgenden Teil dieser Arbeit werden zuerst die Ergebnisse 
der UV-Bestrahlungen der Wellenlange 2 = 253.7 mu besprechen, und daran 
die Wirkungen von UV-Licht der beiden Hg-Brenner HQA 500, HNS 12 und 
Rénigenstrahlen auf die Viskositat des Cytoplasma und den Teilungsver- 
lauf der Zelle angeschlossen. 

Bestrahlt man Parascaris-Eizellen zu verschiedenen Zeiten nach der Ent- 
nahme aus dem Kiihlschrank mit dem UV-Licht der Wellenlange 4= 
253,7 mu, dann wirkt sich die Bestrahlung der Eizellen unmittel- 
bar nach Entnahme maximal auf die Teilungsverzégerung 
aus (Abb. 5, 6, 9, 10 und 11). Eizellen, die 8, 9, 10 und 11 Stunden nach 
Kiihlschrankentnahme, also kurz vor Teilungsbeginn, bestrahlt wurden, 
zeigten keine Teilungsverzégerung. 

Protoplasma, Bd. LII/4 34 
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Wie bereits erwahnt wurde, trat das Maximum der Teilungsverzége- 
rung réntgen -und l'\-bestrahlter Arbacia-Eier erst dann auf, wenn die Be- 
strahlung der Eizellen vor dem sichtbaren Einsetzen der Prophase 


Teilungsverzégerung 








Zeit in Min. von Besamung bis zur Bestrahlung 


Prophase 1. Furchungsteilung 
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‘Teit in Std. von Kihischrankentnahme bis zur Bestrahlung 
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Vorkernstadium Prophase 


PARASCARIS EQUORUM (GOEZE) B 


Abb. 36. Schema zum Vergleich der Relation zwischen Teilungsverzégerung 
und Mitosephasen bei Arbacia punctulata und Parascaria equorum. A: Rént- 
genbestrahlte Arbacia-Eizellen nahh Henshaw und Cohen (1940). Verlauf der 
Teilungsverzégerung stark schematisiert. B: UV-bestrahlte (4 = 253,7 mu) Para- 
scaris-Kizellen. Der Verlauf der Teilungsverzégerung ist schematisiert. 


erfolgte (Henshaw und Cohen 1940 und Blum und Price 1950). Die 
Bestrahlung der Zellen wahrend der Annaherung der beiden Vorkerne, der 
Vorkernvereinigung und wahrend der Mitosestadien Metaphase, Anaphase 
und Telopliase bewirken nur eine geringe, wenn iiberhaupt eine Teilungs- 
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verzégerung. In Abb. 36 sind die Mitosephasen und die Teilungsverzégerung 
bei Arbacia- und Parascaris-Eizellen in einem Schema zusammengefaft und 
einander gegeniibergesiellt. 

Auf Grund der Tatsache, daft sich alle Parascaris-Eier zum Zeitpunkt 
ihrer Verwendung in der Vorkernphase befinden und der gesamte Ablauf 
der Mitose von der Annaherung bis zur Vereinigung der Vorkerne experi- 
mentell durch die U V-Strahlungbeeinflu&bar ist, ist eine durch- 
aus ahnliche Reaktion, wie sie bei Arbacia auftrat, in der Parascaris-Eizelle 
zu erwarten. Die Versuchsergebnisse (Abb. 5, 6, 9, 10, 11 und 12) beweisen 
aber gerade das Gegenteil; analog zu den Ergebnissen bei Arbacia (Abb. 36) 
miiRten die Parascaris-Eizellen, die vor der Teilung bestrahlt wurden, also 
zu Prophasebeginn, eine groRe Teilungsverzégerung auf- 
weisen. Das Auftreten des Verzégerungs-Maximums (Abb. 36) bei 
Eizellen, die zu Anfang des untersuchten Intervalls, d. h. zu Beginn der 
Entwicklung bestrahlt wurden, ware vielleicht durch die Annahme einer 
Stérung intrazellularer metabolischer Prozesse durch die 
UV-Strahlung zu erklaren. 

Fermente sind hochmolekulare Verbindungen, die aus einer prostheti- 
schen Gruppe (Coferment) und einem kollodialen Trager (Apoferment), der 
gleichzeitig dem Holoferment seine Spezifitat verleiht, zusammengesetzt 
sind. Aus diesem Aufbau ergeben sich zwei Méglichkeiten der Wirkung 
einer kurzwelligen Strahlung: 


1. Die Strahlung kann das Coferment beeinflussen, indem sie 
die Anregung oder die Aufspaltung der prosthetischen 


Gruppe bewirkt oder eine Veranderung der BindungsverhAlt- 
nisse zwischen Apo- und Coferment herbeifiihrt. 

2. Die UV-Strahlung kann das Tragereiweif chemisch oder 
physikalisch-chemisch verandern. 


Wird der kolloidale Zustand des Tragers oder seine Zusammensetzung 
durch photochemische Reaktionen verandert (C ron heim 1937), so kénnen 
Verbindungen entstehen, die ihrerseits das Ferment beeinflussen. SchlieBlich 
bleibt noch die Einwirkung der Strahlung auf das Substrat zu beriick- 
sichtigen. 

Torriani (1956) konnte bei ihren Untersuchungen iiber die Penicilli- 
nase-Synthese bei Bacillus cereus, die durch das Antibiotikum Penicillin 
induziert wird, feststellen, da UV-Licht der Wellenlange 2 = 253,7 mu die 
Synthese dieses Fermentes hemmt. 

Auch in UV-bestrahlten Zellen von Saccharomyces cerevisiae kommt es 
gleichfalls zu einer Unterdriickung der Catalase-Synthese, Beéarevié 
(1957). Von Interesse ist, daB eine Wiederherstellung der Synthese erreicht 
wird, wenn den bestrahlien Zellen ein Extrakt aus unbestrahlien zugesetzt 
wird. 

Torriani (1956) konnte auRerdem nachweisen, daf die E m p find- 
lichkeit des gesamten Systems der UV-Strahlung zeitabhiang ig ist; 
wiahrend der Induktion ist sie sehr betrichtlich; sie sinkt jedoch nach zwan- 
zig Minuten stark ab. Es wird vermutet, daft die Strahlung zwar die Bildung 

34* 
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enzymbildender Zentren verhindert, jedoch die zum Zeitpunkt der 
Bestrahlung bereits vorhandenen nicht inaktivieren kann. 

Auch bei Parascaris erweist sich die Wirkung der Strahlung auf Eizellen, 
die unmittelbar nach der Kiihlschrankentnahme bestrahlt wurden 
(Abb. 9, 10 und 11), am gréften. Bei der Aufbewahrungstemperatur von 
4°C befindet sich die Zelle in einem Ruhezustand, einer Kaltestarre; die 
Metaboliten-Aktivitat ist nahezu Null. Wird nun die Eizelle in geeignete 
Lebensbedingungen (22—30°C und ausreichende Versorgung mit frischer 
Luft) gebracht, dann setzt sofort der Entwicklungsvorgang ein und gleich- 
zeitig damit werden simtliche metabolischen Prozesse wieder in Gang ge- 
setzt. 

Wie aus den Versuchen ersichtlich ist, sind die Metaboliten gegeniiber 
der UV-Strahlung zu diesem Zeitpunkt (0-Stunden nach Kiihlschrankent- 
nahme) am empfindlichsten. Je kleiner aber die Zeitabstande von der Be- 
strahlung bis zur ersten Teilung werden, desto schwacher wird scheinbar die 
Wirkung der UV-Sirahlung auf die Parascaris-Eizelle. Aus den Versuchs- 
ergebnissen (Abb. 5, 6, 9, 10, 11 und 12) geht deutlich hervor, da das Paras- 
caris-Ei nach einer bestimmten Entwicklungsphase durch UV nichtmehr 
beeinflu&t wird. Das besagt also, daf die Eizelle jetzt bereits die not- 
wendigen Baustoffe synthetisiert hat, die ihr eine unverzégerte Tei- 
lung erméglichen, bevor das Synthesesystem selbst durch eine UV-Inakti- 
vierung unbrauchbar wird. 

Die Mehrzahl der héheren organischen Verbindungen sind aus einzelnen 
»leilstiickken* (Vor-, Zwischen- und Endstufen) zusammengesetzt, die durch 
Syntheseschritte gebildet und aneinandergefiigt werden. In der lebenden 
Zelle werden diese einzelnen Schritte jeweils von einem Metaboliten und 
dieser wiederum von einem bestimmten Gen gesteuert. Durch die sinnvolle 
Koordination der Metaboliten entstehen wichtige Verbindungen fiir die 
Zelle, die einen normalen Ablauf der gesamten intrazellularen Funktionen 
gewahrleisten. Wird eine Zelle mit UV bestrahlt, dann kann eine Schadigung 
der Metaboliten in bezug auf ihre Stellung in der Synthesekette an beliebig 
vielen Stellen erfolgen. Ohne weiteres wird eine Schadigung der Metaboliten, 
die fiir die Uberfiihrung der bereits gebildeten Stufen in die Endstufe ver- 
antwortlich sind, von der Zelle durch die Errichtung eines neuen Synthese- 
weges behoben werden kénnen. Die Inaktivierung von Metaboliten, die Vor- 
und Zwischenstufen aufbauen oder weiterverarbeiten, kann von der Zelle 
durch eine derartige Umgehung woméglich nicht mehr ausgeglichen werden. 
Die nun einsetzende Reorganisation verursacht eine Entwicklungsverlang- 
samung, die sich als Teilungsverzégerung auswirkt. Nach den vorliegenden 
Ergebnissen ist nach 6 Stunden die Bildung der fiir die Teilung der Zelle 
notwendigen Substanzen abgeschlossen. so daf eine UV-Bestrahlung nach 
diesem Zeitpunkt scheinbar keine Wirkung auf die Teilung mehr auszu- 
iiben vermag. DaB eine Schadig ung der Metaboliten auch in der schein- 
bar ,unempfindlichen* Phase stattfindet, beweist die Teilung dieser Zellen 
in das T-Stadium, die gréRenordnungsmafig etwa der Teilungsverzégerung 
der Eizelle in das Zweizellenstadium entspricht. 

Der Zusammenhang der Strahlenwirkung beim Parascaris- 
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Ei mit metabolischen Prozessen wird in den Abb. 16 und 17 noch 
einmal recht deutlich. 

Abbildung 16 zeigt Eizellen, die vor der jeweiligen Bestrahlung auf 
+ 4°C abgekiihlt und dann erst bestrahlt wurden. Ein Temperatur- 
unterschied von ungefahr + 16°C geniigt, um die Wirkung der UV- 
Strahlung auf die Hail fte zu reduzieren; vergleiche Abb. 9, 10, 11 mit 16. 
Die Ergebnisse dieser Versuche deuten auf eine Schutzwirkung niedriger 
Temperaturen auf die Metaboliten hin. 

Setlow und Doyle (1953), die Trypsin, Chymotrypsin und das Fer- 
ment Invertase mit UV der Wellenlinge 4 = 253,7 mu bei 90°K und bei 
22°C bestrahlten, fanden, daf bei tiefer Temperatur die Fermentaktivitat 
weit geringer beeinflu&t wird als bei 22°C. 

Das Auftreten ahnlicher Effekte in der Parascaris-Eizelle kann nur ver- 
mutet werden, da bei allen Erklarungen die Strahlenwirkungen 
auf das Subsirat und die Begleitstoffe (Elektrolyte und Nichtelektrolyte), 
die zweifellos eine Rolle im gesamten Reaktionsablauf in der Zelle spielen, 
unberiicksichtigt blieben. 

Die verstarkte Wirkung einer Kaltenachbehandlung (Abb. 17) auf die 
Teilungsverzégerung UV-bestrahlter Parascaris-Eizellen liefe sich vielleicht 
folgendermafen erklaren. 

Wie die Ergebnisse der Absorptionsmessungen (Abb. 33) fiir die Wellen- 
linge 2 = 253,7 mu zeigen, wird diese Strahlung vornehmlich das Apofer- 
ment durch die Denaturierung des Eiweiffes schadigen. Nach 
Scheibe (1947) besteht die Denaturierung in einer Veranderung 
der Feinstruktur durch die Stérung der Zuordnung und Ver- 
kniipfung der iiber Wasserstoff-Briiken verbundenen Aminosauren. 
Mit anderen Worten, die zugefiihrte Energie (E —h«) wird in die Schwin- 
gungsfreiheitsgrade der Molekiile eingebaut. Wenn man sich nun vorstellt, 
daf auf Grund des sterischen Baus der Molekiile die .,. Winkel“ zwischen den 
Valenzrichtungen nach Mafgabe der zugefiihrien Energie Deformations- 
und Oszillationsschwingungen auszufiihren imstande sind, so werden, falls 
die zugefiihrie Energie geniigend grof ist, Lockerungen bzw. Briiche zwi- 
schen den einzelnen Gruppen aufireten kénnen (Ulich- Jost 1957). Bei 
Bestrahlungen mit Réntgenstrahlen kommt es ausschlieBlich zu solchen B r ii- 
chen und zu Ionisationen. Bei einer Temperatur von 20 + 0,5°C 
sollen nun diese Glieder (Winkel) mit einer bestimmten Frequenz schwingen. 
Wird nun durch die UV-Strahlung ein zusatzlicher Energiebetrag von der 
GréRe eines Quants E=ho (fiir die Wellenlange 4 = 253,7 mu ungefahr 
Smal 10—? erg/Quant oder 10 Keal je ein Mol Quanten) hinzugefiigt und 
vom Molekiil in die Schwingungsfreiheitsgrade eingebaut (=aktiviertes 
Molekiil), dann kann diese Energiezufuhr zu einer Energiestauung, d. h. 
zu einer Resonanzschwingung der Bindung eines Atoms oder einer 
Molekiilgruppe und damit zum Bruch dieser Bindung fiihren. Die bei 
einem solchen Bruch entstandenen Teilstiicke (Radikale oder Ionen 
organischer Molekiile) sind sehr reaktionsfahig und versuchen még- 
lichst schnell wieder zu einer normalen, chemischen Verbindung zuriickzu- 
kehren (Alper 1958). 
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Hierfiir gibt es zwei Méglichkeiten: 

1. beide Teilstiickke kénnen wieder zur Ausgangsverbindung zusammen- 
treten —Rekombination: 

2. die Spaltstiicke reagieren mit ,artfremden* Molekiilen zu einer neuen 
Verbindung = Inaktivierung des urspiinglichen Mole- 
kiils. 

Die Wahrscheinlichkeit der Rekombination der urspriinglichen 
Spaltstiicke ist von der Tem peratur abhangig; bei niedriger Temperatur 
ist die Rekombinationswahrscheinlichkeit viel geringer. 

Kiihlt man die Eizellen nach der Schadigung sofort auf 4°C ab, dann 
verringert sich somit die Rekombinationswahrscheinlichkeit eventuell auf- 
getretener Briiche und die Inaktivierungshaufigkeit wird ver- 
groéRert. Daf diese oder ahnliche Reaktionen auch in der Parascaris-Ei- 
zelle ablaufen, bestatigt die erhéhte Schadigung durch eine anschlieRende 
Kaltenachbehandlung. 

Die Schadigung der Parascaris-Eizellen durch UV-Strahlen der Wellen- 
lange 4 = 253,7 mu, gemessen an der Teilungsverzégerung, ist der 
eingestrahlten Dosis (Abb. 5 und 6) proportional. Die Proportionali- 
tat der Teilungsverzégerung zur eingestrahlten Dosis wurde bereits schon 
von Fauré-F remiet (1913) nachgewiesen. Auferdem wird die Teilungs- 
verzégerung vom ,,Alier“ der Eizellen beeinfluBt: vergleiche die Abb. 9, 
10 und 11 mit der Abb. 12. 

Die schidigende Wirkung der UV-Strahlen auf die Embryonalentwick- 
lung der Parascaris-Eizellen wird deutlich, wenn ihre Weiterent wick- 
lung beobachtet wird (Abb. 13, 14, 15, 18, 19 und 20). 

Cook (1939) und Evans (1950), die réntgenbestrahlte Parascaris-Eier 
bis zu 6 Monaten bei 5° C aufbewahrten, konnten eine teil weise Erho- 
lung der Zellen vom Strahlenschaden nachweisen. Sie vermuten, da eine 
langere Unterbindung des Stoffwechselgeschehens die Strahlenerholung 
begiinstige. 

Pahlund Bachofer (1955) konnien die Ergebnisse der erstgenannten 
Autoren nicht bestatigen. Eine Kaltenachbehandlung réntgenbe- 
strahlter Ascaris-suum-Eizellen fiihrte vielmehr zu einer Dezimie- 
rung der iberlebenden Embryonen. 

Auch bei UV-bestrahlten Parascaris-Eizellen, die einer Kaltenach- 
behandlung unterworfen wurden, konnten keine Anzeichen, die fiir 
eine Strahlenerholung sprachen, beobachtet werden. 

Eizellen, die mit dem UV-Licht der Wellenlange 4 = 253,7 my bestrahlt 
und anschlieftend 48 Stunden in einer sauerstofffreien Stickstoffatmosphare 
aufbewahrt wurden, zeigten ebenfalls keine Strahlenerholung. 

Die Erholung réntgenbestrahlter Ascaris-suum-Eier nach einer Stickstoff- 
nachbehandlung, Bachofer und Pahl (1957), wird von beiden Autoren 
auf die Ausschaltung der Cytochron-Tatigkeit sowie die Unterbindung der 
Reaktionen von Strahlenprodukten mit dem Atmungssystem zurtickgefiihrt. 

Eine teilweise Erholung UvV-bestrahlter Parascaris-Eizellen, 
charakterisiert durch die Ausbildung einer Anzahl normaler Embryonen, 
trat nur ein, wenn die Eier in einer Stickstoff-Atmosphiare be- 
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strahlt wurden. Diese Ergebnisse deuten offenbar darauf hin, daf fiir die 
Erholung UV-besirahlter Parascaris-Eizellen die Ausschaltung der Cyto- 
chrome waihrend und nicht nach der Bestrahlung makgebend ist. 
Man wire geneigt, aus diesen Ergebnissen den Schluf abzuleiten, da® még- 
licherweise der Strahlenschaden durch Reaktionen, zu denen Sauer- 
stoff notwendig ist, fixiert wird; er bestimmt dann den weiteren Ent- 
wicklungsablauf. 

Wie bereits erwahnt wurde, besteht bei Arbacia ein direkter Zusammen- 
hang des ersten Empfindlichkeitsmaximums mit Veranderungen der Viskosi- 
tat und der Permeabilitat (Henshaw und Cohen 1940). 

Mit Hilfe der Granulabewegung (R VM) in Verbindung mit der 
Anderung des Zeitfaktors (Zeitraffer-Film) wurde die Viskositat in Parasca- 
ris-Eizellen untersucht, die in drei verschiedenen Empfindlichkeitsstadien 
(Abb. 24) bestrahlt wurden. In Eizellen, die in ihrerempfindlichsten 
Phase, 0-Std. nach Entnahme, bestrahlt wurden, traten in bezug auf die 
Viskositat keine sichtbaren Veranderungen auf. Die einzelnen Unterschiede 
der Kurven diirften wohl auf individuellen Reaktionsunterschieden inner- 
halb der untersuchten Eizellen beruhen. Die Viskositats-Untersuchungen vom 
Entwicklungsbeginn bis zur ersten Teilung (Abb. 21, 22 und 23) mit Hilfe 
der Zentrifugierung erbrachten nur bei Eizellen, denen eine Dosis von 3000 
erg/mm’ eingestrahlt wurde (Abb. 23), eine sichtbare Anderung. Sie 
manifestierte sich in einem Parallelverlauf der Kurvenwerte, der sich iiber 
eine Zeitspanne von 5 bis 6 Stunden erstreckte. Eine Bestrahlungsdosis von 
1500 erg/mm?* vermag die Viskositaét des Cytoplasma nicht zu verandern. 

Wird eine Amébe mit dem UV-Licht eines Hg-Brenners bestrahlt (H ei I- 
brunn und Daugherty 1933), dann sinkt die Viskositat des Plasma 
sofort nach der Bestrahlung stark ab, um dann erneut anzusteigen. Diesen 
Vorgang fiihren beide Autoren auf ein Herauslésen von Ca-Ionen aus dem 
Cortex zuriick. Die Abspaltung der Ca-Ionen fiihrt zu einer Schwachung 
und zugleich zu einer ,,Verfliissigung* des Cortex. Diese freien Ca-Ionen 
vermégen nun ihrerseits in tiefere Plasmaschichten einzudringen und hier 
die Umkehr der ,, Verfliissigung“, namlich die Koagulation des Eiweifes, zu 
bewirken. 


Den Beweis, da& UV-Strahlen Ca aus der auferen Plasmaschicht freimachen, 
konnten Mazia und Clark (1936) an bestrahlten Elodea-Blattern liefern. Die 
Vakuolen dieser Blattzellen enthalten Oxalat, ein Nachweisreagens fiir Calcium. 
Werden die Blatter mit UV bestrahlt, dann bilden sich schon nach kurzer Zeit im 
Zellsaft Ca-Oxalatkristalle. Behandelt man die Blatter vor der Bestrahlung mit einer 
Oxalat- oder Citrat-Lésung, dann bleibt die Bildung der Kristalle im Zellsaft aus. 
Dieses Ergebnis besagt, da® die Ca-Ionen, die nach der Bestrahlung unbehandelter 
Blatter im Zellsaft vom Oxalat gebunden werden, von der auferen Plasmaschicht 
stammen. 

Anslow, Foster und Klingler (1933) konnten gleichfalls nachweisen, 
da& UV-Strahlen die Ca-Bindung der Aminosiure (Glycin) durch die photo- 
chemische Verainderung der Carboxylgruppe sprengen. 


Anzeichen ihnlicher Vorgiange bei der UV-Bestrahlung von 
Parascaris-Eizellen, die einen Vergleich mit den Viskositatsinderungen be- 
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strahlter Amében zuliefen, finden sich nur in Eizellen (Abb. 28), die 
30 Tage nach Uterusentnahme mit dem UV-Licht der Wellenlange 
4 = 253,7 mu bestrahlt wurden. Der langsame Anstieg der Intensitat der 
Granulabewegung (RVM), dessen Maximum in der 5. und 6. Minute nach 
Teilungsbeginn erreicht wird, kénnte vielleicht seine Ursache in der Zersté- 
rung der Ca-Proteidbindung haben. Die sich anschliefende Erniedrigung der 
Intensitat der Granulabewegung wire dann auf die Koagulationswir- 
kung dieser freien Ca-lonen zuriickzufiihren. 

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen iiber die Granulabewegung 
(RVM) in Eizellen 30 Tage nach Uterusentnahme (Abb. 26), die mit UV-Licht 
verschiedener {-Bereiche des Hg-Brenners HQA 500 bestrahlt wurden, kann 
nicht eindeutig auf die Wirkung freier Ca-lIonen geschlossen 
werden; dasselbe gilt auch fiir Eizellen 7 Tage nach Uterusentnahme (Abb. 
25 und 27). 

Bemerkenswert ist die abgestufte Wirkung des UV-Lichtes der ein- 
gestrahlien Spektralbereiche (Backstrém und WG 6, Backstrém und WG7 
und Backstrém ohne ein zusatzliches UV-Filter) auf die Viskositat des 
Cytoplasma. Wie die Abb. 26 zeigt, erhéht sich die Wirkung des UV- 
Lichtes mit zunehmendem Anteil an kurzwelliger Strahlung. 
Auf ,jiingere“ Eizellen, 7 Tage nach Uterusentnahme (Abb. 25), verhalten 
sih die einzelnen Spektralbereiche annahernd wirkungs- 
gleich. Der verstarkte Einflu® des UV-Lichtes auf die Viskositat des Plas- 
ma in ,alteren“ Eizellen (vergleiche die Abb. 27 und 28), wird vielleicht 
durch die chemisch-physikalische .,Alterung* der Eiweiffkolloide bedingt: 
dabei waren ahnliche Reaktionen in Betracht zu ziehen, wie sie bei der 
Alterung eines anorganischen Kolloids, z. B. Fe(OH),. auftreten. Eine be- 
dingte Wirkung freier Ca-lonen auf die Viskositat UV-bestrahlter Zellen 
kann wohl nicht mehr véllig ausgeschlossen werden; keinesfalls darf aber 
die Wirkung der UV-Strahlung (Denaturierung und Koagulation) ganz ver- 
neint werden. Die Ergebnisse, die auf die oben erwahnte Schadigung hin- 
weisen, sind speziell bei Parascaris-Eizellen wohl in der Uberzahl. 

Das bei den Untersuchungen der Granulabewegung wiahrend der Teilung 
aufgetretene z weite Intensitats-Maximum fallt in die Anaphase der 
Mitose und steht vielleicht mit dem Auseinanderweichen der Chro- 
mosomen im Zusammenhang. Eine Viskositatserniedrigung wahrend der 
Anap hase konnte auch von Lamina (1958) an nicht ultrazentrifugier- 
ten Parascaris-Eizellen nachgewiesen werden. Zweifellos kénnen auch 
Plasmaausgleichs-Strémungen, die jedoch im Parascaris-Ei 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden kénnen, an der Ausbildung des 
zweiten Maximum beteiligt sein, so wie sie von K uh] (1941) vor der villigen 
Durchschniirung der Eizelle von Psammechinus miliaris beobachtet wurden. 

Anders liegen die Veranderungen der Viskositat wahrend der Mitose im 
Chaetopterus-Ei, Heilbrunn und Wilson (1948). Nach einer voriiber- 
gehenden Erhéhung zur Zeit der Asterausbildung erfolgt ein starker Abfall 
der Viskositat wahrend der Metaphase der Mitose. Mit dem Einsetzen der 
Teilung kommt es erneut zu einer Erhéhung der Viskositat. die sogar iiber 
ihren urspriinglichen Ausgangswert hinausreicht. 
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Aus den Ergebnissen der Analyse des Teilungsverlaufs UV-bestrahlter 
Fizellen (Abb. 29, 30 und 31), kann auf keine Behinderung der Bildung der 
Teilungsfurche geschlossen werden. Man darf als sicher annehmen, 
daf die Bildung von Fett-Peroxyden (Wilbur, Wolfson u. a. 1957) in 
der Parascaris-Eizelle nicht in dem AusmaRe erfolgt, die eine Verainderung 
der Geschwindigkeit des Vordringens der Teilungsfurche verursachen 
kénnte. Es konnte auferdem nachgewiesen werden, daf das Vordringen der 
Teilungsfurche durch die Viskositat des Plasma nicht beeinflu®t 
wird (Abb. 29, 30 und 31). In den Teilungskurven réntgenbestrahlter Ei- 
zellen (Abb. 32) wird diese Unabhangigkeit des Einschneidens der 
Furche von der Viskositat des Cytoplasma ganz besonders deutlich 
veranschaulicht. Fier, denen eine Dosis von 48 kr eingestrahlt wurde (Kurve 

), zeigen eine derartig hohe Viskositat, da man unbedingt eine 
Wirkung auf die Furchung hatte erwarten miissen. Die U nbeein flu B- 
barkeit des Vordringens der Teilungsfurche zeigt doch sehr eindrucks- 
voll die Stabilitaét jener Plasmabezirke gegeniiber ionisierenden und nicht 
ionisierenden Strahlen, die den Vorgang der Zelldurchschniirung bewirken. 

Die Wirkungen der Réntgenstrahlen auf die Viskositat der 
Parascaris-Eizelle ist im wesentlichen die gleiche, wie die der UV-Strahlen. 
Auf eine Viskositatserniedrigung zu Teilungsbeginn folgt eine Erhéhung, 
die sich zur eingestrahlten Dosis mehr oder weniger propor- 
tional verhalt. Auch Pomini (1937) stellte als die Ursache einer Scha- 
digung von Parascaris-Eizellen durch y-Strahlen eine Viskosititsanderung 
des Cytoplasma fest, die sich durch eine Verlangsamung der Granulabe- 
wegung auswies. 

Wilbur und Recknagel (1943) andererseits konnien keine Ver- 
anderung der Viskositat des Cytoplasma réntgenbestrahlter Arbacia-Zellen 
nachweisen, denen eine Dosis von 30,2 kr eingestrahlt wurde. 

Wilson (1950) fiihrt eine sich iiber 20 Minuten erstreckende, gleich- 
bleibende Viskositatserhéhung in Arbacia-Eizellen auf ein Herausdiffun- 
dieren des durch die Réntgenstrahlung von seiner Proteidbildung getrenn- 
ten Heparins zuriick. 

Im Parascaris-Ej kénnte es zweifellos zu einer ahnlichen Reaktion kom- 
men, da das Vorhandensein von Heparin oder heparinahn- 
lichen Substanzen, die eine koagulationshemmende Eigenschaft haben, in 
siamtlichen Zellen angenommen werden darf. In bezug auf die 
Parascaris-Eizelle miiRte das geléste Heparin in die perivitelline Fliis- 
sigkeit diffundieren. Gegen einen derartigen Reaktionsmecha- 
nismus _ sprechen jedoch die beiden ausgepragten Intensitiats- 
maxima der Granulabewegung (RVM) in Eizellen, denen eine Dosis von 
32 kr eingestrahlt wurde (Abb. 35). Wenn Wilson (1950) bei seinen Unter- 
suchungen bereits mit einer Dosis von 10 kr beachtliche Wirkungen erzielen 
konnte, so miiRte die eingestrahlte Dosis von 32 kr wenn nicht zu grofen, 
aber doch zu merklichen Viskositatsinderungen fiihren. Eine gréRere Wir- 
kung dieser Dosis wiirde gleichzeitig die Proportionalitat der Vis- 
kositat des Cytoplasma zur eingestrahlten Ré6ntgendosis in der 
Parascaris-Eizelle wiederherstellen. 





A. Neufahrt 


VII. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Parascaris-Eier, die zu verschiedenen Zeiten innerhalb des untersuch- 
ten Teilungsintervalls (von Kiihlschrankentnahme bis zur ersten Teilung) 
mit UV-Licht der Wellenlange 2 = 253,7 mu und den Dosen 750, 1500 und 
3000 erg/mm®* bestrahlt wurden, zeigen eine verschiedene Strahlen- 
empfindlichkeit. 

2. Die Teilungsverzégerung der Eizellen verhalt sich umge- 
kehrt proportional zur Zeit, gemessen von der Kiihlschrankentnahme der 
Eier bis zur UV-Bestrahlung. 

3. Die Teilungsverzégerung ist von der Gréfe der eingestrahlten UV- 
Dosis abhangig. 

4. Die Teilungsverzégerung ist vom ,,Alter* (Zeitdauer der Uterusauf- 
bewahrung im Kiihlschrank) der Eizellen mehr oder weniger abhiangig. 

5. Innerhalb des untersuchten Intervalls liegt ein Entwicklungsabschnitt, 
nach dessen Uberschreitung die Eizellen fiir UV-Bestrahlungen unempfind- 
lich werden. Samtliche Eier, die nach dieser Phase bestrahlt wurden, teilen 
sich zur gleichen Zeit wie die unbestrahlten Kontrollen. 

6. Die Teilungsverzégerung ist von der Temperatur wahrend der UV- 
Bestrahlung abhangig. In Eizellen, die bei 4° C bestrahlt wurden, sinkt die 
Empfindlichkeit gegeniiber der bei 20 + 05°C bestrahlten Eier auf die 
Halfte ab. Eine Erholung der Zellen vom Strahlenschaden tritt 
nicht ein. 

7. Eine nach der UV-Bestrahlung sofort einsetzende Kaltenachbe- 
handlung erh@éht die Teilungsverzégerung der Eizellen und begiinstigt 
ebenfalls nicht die Strahlenerholung der Zellen. 

8. Eine Nachbehandlung UV-bestrahlier Eizellen mit Stickstoff 


fiihrt nicht zur Erholung der Parascaris-Eier vom Strahlenschaden. 


9. Werden Eizellen in Stickstoff, die Kontrollen in Luft bestrahlt, 
so treten hinsichtlich der Teilungsverzégerung keine Unterschiede auf. Die 
Ausbildung zahlreicher, normaler Embryonen der in Stickstoff bestrahlten 
Eizellen la&t eine teilweise Strahlenerholung erkennen. Die Ursache dieser 
Erholung kann vielleicht mit einer Ausschaltung oxydativer Prozesse wiah- 
rend der Bestrahlung im Zusammenhang stehen. 

10. Die Untersuchung UV-bestrahlter Eizellen mit Hilfe der Zentri- 
fugierung erbrachte nur bei Eizellen, denen eine Dosis von 3000 erg/mm* 
eingestrahli wurde, eine Anderung der Plasmaviskositit. 


11. Die mikrokinematischen Untersuchungen der Viskositat 
mit Hilfe der Granulabewegung (R VM) in Eizellen, die innerhalb 
von drei verschiedenen Empfindlichkeitsstufen bestrahli wurden, lassen 
keine Abhangigkeit einer Viskositatsanderung vom Maxi- 
mum der Strahlensensibilitat der Eizelle erkennen. 


12. Die mikrokinematischen Untersuchungen der Granula- 
bewegung (RVM) in Parascaris-Eiern, die wihrend der Tei- 
lung mit UV-Licht verschiedener Spektralbereiche (Bickstrém und WG 6, 
Backstrom und WG7 und Biackstrém ohne ein zusitzliches UV-Filter) des 
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Hg-Brenners HQA 500 und der Wellenlinge 2 = 253,7 mu bestrahlt wurden, 
zeigen a) einen altersabhangigen Unterschied der Strahlen- 
wirkung auf das lebende Protoplasma: b) eine wellenlangeabhin- 
gige Wirkung der UV-Strahlung auf das Cytoplasma. 


13. Die Einschniirung der Teilungsfurche kann durch 
UV der angewandten Spektralbereiche (Backstrém und WG 6, Backstrém 
und WG7 und Backstrém ohne ein zusatzliches UV-Filter), der Wellenlainge 
4 = 253,7 mu und durch Réntgenstrahlen verschiedener Dosen (8, 16, 32 und 
48kr) nicht beeinflu&®Bt werden. Die Einschniirungsge- 
schwindigkeit der Teilungsfurche ist vonder Viskosi- 
tatdesCytoplasmaunabhingig. 

14. Die Wirkung der Réntgenstrahlen auf die Viskositat 


des Cytoplasma verhalt sich annahernd proportional der eingestrahlten 
Dosis. 


15. Die Absorptionsmessung des UV-Lichtes der beiden Hg-Brenner 
HQA 500 und HNS 12 durch die Parascaris-Eizelle ergab fiir die HNS-12- 
Strahlung den Wert 1,52 und fiir die HQA-500-Strahlung den Wert 1,18. 
Die Meftwerte zeigen eine starkere Absorption der HNS-12-Strahlung (2 = 
253.7 mu) durch die Eizelle. 
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Einleitung 


Uber die Entwicklung der Fluoreszenzmikroskopie schreiben Br aut i- 
gam und Grabner (1949) in einem Beitrag zum Gedenken an Max 
Haitinger, den Begriinder dieser neuen Forschungsmethode: ,,Apparativ 
ist die Fluoreszenzmikroskopie in ihren grofen Umrissen fertig ausgebildet, 
und eine weitere apparative Entwicklung ist hauptsachlich nur in der Rich- 
tung zu erwarten, da neue und verbesserte Strahlungsquellen noch star- 
kere Fluoreszenzen erregen werden.“ 

Mit dem Vorteil, den die Fluorochromierung gegeniiber einer Diachromie- 
rung bietet, miissen aber auch mancherlei Nachteile in Kauf genommen 
werden. So sind die kurzwelligen, energiereichen Strahlen von erheblichem 
Einflu8 auf den lebenden Organismus. Dieser wird um so starker sein, je 
mehr man die Strahlenintensitat durch Verwendung moderner Quecksilber- 
héchstdrucklampen erhdht. 

Fiir die Epidermiszellen der Schuppenblatter von Allium cepa, die hau- 
fig fiir zellphysiologische Untersuchungen herangezogen werden, liegen ver- 
schiedene Angaben iiber eine UV-Strahlenwirkung vor, so von Biebl 
(1942 a, b, 1947), Drawert (1952), Glubrecht (1953). Es zeigt sich, 
da® der Kern und das Plasma hauptsiachlich die Wellenlangen unter 315 mu 
absorbieren (Glubrecht 1956). In diesem Wellenbereich treten die Strah- 
lenschiidigungen auch zuerst auf. Das energiedrmere blaue Licht (320 bis 
500 mu) dagegen erweist sich als relativ unschadlich (Bie b! und U rl 1958). 

Bei den Strahlenreaktionen kann es sich 1. um eine direkte Einwirkung 
auf das lebende System handeln oder 2. um die schwer. analysierbaren 
sogenannten .photodynamischen Einwirkungen® (Tappeiner und 
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Jodlbauer 1907), bei denen die Anregungsenergie durch sensibilisierende 
Farbstoffe sekundir auf die lebende Materie iibertragen wird. Eine zu- 
sammenfassende Darstellung gibt Simonis (1956). 

Uber eine sehr schnelle und empfindliche Reaktion vitalgefarbter Zellen 
auf kurzwelliges Licht berichtet Strugger (1940a) bei seinen Unter- 
suchungen iiber das Neutralrot. Er konnte den Nachweis erbringen, daft der 
Farbstoff auch im Plasma, und zwar wahrscheinlich in Form seiner fluores- 
zierenden Base, in lipoiden Phasen gespeichert wird. Wahrend der fluores- 
zenzmikroskopischen Beobachtung beginnen die zuerst dunkel erscheinenden 
Vakuolen nach und nach griin bis griingelb zu fluoreszieren. 

Aus den Untersuchungen von Drawert und Metzner (1956) geht 
hervor, daft es sich bei dieser Strahlenreaktion um eine Veranderung des 
von der Zelle gespeicherten Farbstoffs handelt. Aus dem kationischen Neu- 
tralrot entsteht durch die Strahleneinwirkung eine negativ geladene, griin 
fluoreszierende Verbindung. Die lebende Zelle erweist sich also in diesem 
Fall gegeniiber den UV-Strahlen als wesentlich bestandiger als der synthe- 
tische Farbstoff. 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung muf deshalb aufer 
den beiden bereits angefiihrten Reaktionen kurzwelliger Strahlen auf vital- 
gefarbte Objekte, der direkten oder der indirekten, photodynamischen 
Einwirkung, als dritte Méglichkeit noch eine Anderung der verwendeten 
Farbstoffe in Betracht gezogen werden. 

Die Beobachtungen von Drawert und Metzner (1956) iiber die 
Veranderung des Neutralrots sollen im folgenden naher analysiert werden. 

Nachdem es sich einmal gezeigt hat, da selbst bei der Kiirze der mikro- 
skopischen Beobachtungszeiten mit Reaktionen der verwendeten Farbstoffe 
zu rechnen ist, erscheint es notwendig, weitere Angaben in der Literatur zu 
iiberpriifen, ob nicht die dort beschriebenen Veranderungen des Fluores- 
zenzbildes ebenfalls auf eine Beeinflussung des Farbstoffes zuriickgefiihrt 
werden kénnen. 

So berichtet z. B. Strugger (1941) von einer reversiblen Strahlen- 
wirkung auf pflanzliche Protoplasten, die mit Pyronin vitalgefarbt waren. 
Besonders seit der Benutzung der intensiven Quecksilberhéchstdrucklampen 
als Erregerlicht mehren sich die Angaben, daf eine Fluorochromierung 
bestimmter Granula immer erst einige Zeit, nachdem das gefarbte Objekt 
dem kurzwelligen Licht ausgesetzt worden ist, erzielt werden kann (Dra- 
wert 1953; Drawert und Kiarber 1956; Karber 1958; Kuttig 
1957; Mix 1958). 

In diesem Zusammenhang ist auch eine Mitteilung von Gutz (1958) 
von Interesse, der seine Versuche iiber die Granulafluorochromierung von 
Pilzmycelien (Gutz 1956) mit einer lichtstirkeren Fluoreszenzeinrichtung 
wiederholt hat. Danach wird die durch Reduktionsprozesse der lebenden 
Objekte hervorgerufene Granulafluoreszenz mit Nilblau bei einer inten- 
siven Bestrahlung wesentlich schneller erreicht als bei Verwendung eines 
Kohlebogen-Erregerlichtes. Aber auch am fixierten Material werden Fluo- 
reszenzveranderungen beobachtet. Dies deutet ebenfalls auf eine Beein- 
flussung des Farbstoffes hin. 
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Material und Methode 


Im Verlauf der Untersuchungen fanden folgende Farbstoffe bzw. Fabrikate 
Verwendung: 

Neutralrot (Chroma). Nach den Untersuchungen von Drawert und Metz- 
ner (1956) verhalt sich der Farbstoff iibereinstimmend mit den Praparaten von 
Bayer und von Merck. 

Pyronin (Griibler-Chroma, Schuchardt-Gorlitz und Merck), P. extra (Griibler- 
Chroma), P. stand, (Bayer), Pyronin B echt stand. (Bayer), Akridinrot (Griibler). 

Janusgriin B (IG und Griibler Bln.-West). 

Safranin O (Chroma), S. T. (Merck), S. stand. (Griibler-Leipzig), Phenosafranin 
stand. (Bayer), Methylenviolett (Hollborn & S., Leipzig), M. stand. (Bayer). 

Fiir die vergleichenden Vitalfairbungen benutzte ich die Oberepidermis der 
Schuppenblatter von Allium cepa. Die Praparation erfolgte in der von Strugger 
(1949) angegebenen Weise. 

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden mit der grofen Fluoreszenz- 
einrichtung von Zeiss-Winkel durchgefiihrt, mit einer Quecksilberhéchstdrucklampe 
(Type Osram HBO 200) als Erregerlicht. Fiir den Héchstdruckbrenner wird eine 
Brenndauer von etwa 200 Std. angegeben. Nach einem Betrieb von 20 bis 40 Std. 
macht sich jedoch eine deutliche Abnahme der Strahlungsintensitat bemerkbar. Dies 
ist an verschiedenen Bestrahlungseffekten, wie dem Ausbleiben von Fluoreszenz- 
léschungen und von Schadigungen bei Vitalfarbeversuchen, zu erkennen, Quanti- 
tative Messungen iiber die Lichtstaérke und iiber qualitative Anderungen konnten 
nicht durchgefiihrt werden; so sind im folgenden stets nur die verschiedenen Ein- 
wirkungszeiten angegeben. Es soll aber darauf hingewiesen werden, daft das 
Alter des Brenners dariiber entscheiden kann, ob iiberhaupt oder nach welcher 
Zeit eine Reaktion festzustellen ist. 

Die Beobachtung (Neutralrot, Janusgriin, Fluoreszent X) erfolgte hauptsachlich 
im Blaulicht (Filter 2X BG 12, 3 mm, Sperrfilter OG 4 + OG 5). Fiir Untersuchungen 
im UV-Licht (Pyronin) diente die Filterzusammenstellung UG 2, 2 mm + UG 5, 
2mm zur Erregung und BG 23 + GG4 als Strahlensperre. 

Um schnelle Verainderungen des Fluoreszenzbildes durch die starke Strahlen- 
einwirkung zu vermeiden, wurden vergleichsweise auch immer Fluoreszenzmikro- 
skope schwacherer Lichtintensitét verwendet. Dazu standen das Stativ BX der Fa. 
Leitz-Wetzlar (mit Mantelkohlen) und ein Zeiss-Winkel-Standardmikroskop in Ver- 
bindung mit einer Mikroprojektionseinrichtung der gleichen Firma zur Verfiigung, 
wie es auch Gutz (1956) benutzte. Dieses Gerat besitzt den geringsten Anteil an 
kurzwelligen Strahlen und la&t deswegen die Bestrahlungseffekte teils gar nicht 
oder erst nach relativ langer Zeit erkennen. 

Die Bestrahlungen der: reinen Farbstofflésungen in vitro wurden mit einer 
Hochleistungsmikroskopierleuchte von Zeiss-Winkel durchgefiihrt, die zuerst mit 
dem Quecksilberbrenner HBO 74 ausgestattet war. Fiir eine praparative Gewin- 
nung der unter der Lichteinwirkung entstandenen Produkte erwies sich die Inten- 
sitat dieses Brenners jedoch als zu gering, so daft er gegen den Brenner HBO 200 
ausgewechselt wurde. Fiir diese Versuche wurde die ungefilterte Strahlung aus- 
geniitzt. Verschiedene Filter (UG 1, UG5, BG 12 u.a.) kamen nur fiir orientierende 
Untersuchungen zur Anwendung. Die Farbstofflésungen befanden sich in kreis- 
runden Kiivetten (Durchmesser 5cm, Dicke 2cm) mit Halsansatz aus gewéhn- 
lichkem Glas, die den Querschnitt des Strahlenkegels in 2cm Abstand vor den Filter- 
haltern der Lampe genau ausfiillten. 

Um die Versuche auch bei Sauerstoffabschlu& durchzufiihren, mute auf die 
Kiivetten ein Gaswascheinsatz mit Schliff aufgesetzt werden. Obwohl fiir diese 
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Versuche Gliihlampenreinstickstoff (Osram, O,-Gehalt <1-10—*%), der zur wei- 
teren Desoxygenierung mehrere Vorlagen mit alkalischer Pyrogallollésung durch- 
perlte, verwendet wurde, durfte beim Arbeiten mit reduzierten Farbstoffen wahrend 
der Dauer der Lichteinwirkung kein standiger Stickstoffstrom hindurchgeleitet 
werden, da die immer noch vorhandenen Sauerstoffspuren nach und nach zu einer 
Reoxydation fiihrten. Nach Reduktion mit Na,S,O,, Rongalit oder Wasserstoff 
mit Palladium als Katalysator (Palladium-Lésung nach Paal, Schuchardt-Miin- 
chen) und Aufsattigung der Lésung mit Stickstoff mufte die Gaszufuhr abgeklemmt 
werden, Fiir einen Druckausgleich wahrend der durch die Strahlen bedingten Er- 
warmung sorgte dann eine Schlauchverbindung, die iiber ein leeres Vorschaltgefak 
wieder in eine Pyrogallollésung fiihrte, um beim 
Abkiihlen eine Reoxydation zu verhindern. 

Es war notwendig, fiir Ausschiittelungs- 
versuche von reduzierten und bestrahlten Farb- 
stofflisungen mit organischen Medien auch diese 
vorher griindlich zu desoxygenieren, Mit Hilfe 
eines in die Kiivette eingeschliffenen Schiittel- 
trichters konnte das hydrophobe Lésungsmittel 
ohne Sauerstoffzutritt zu der Farblésung hinzu- 
gegeben werden (Abb. 1). 

Fiir die chromatographischen Analysen wurde 
das Papier Nr. 2043b von Schleicher und Schiill, 
als mobile Phase ein Aceton-Leitungswasser- 
gemisch (4:6) und fiir die praparative siaulen- 
chromatographische Aufarbeitung das Zellulose- 
pulver Nr. 123 der gleichen Firma benuitzt. 

Zur Untersuchung der Ladungseigenschaften 
der Farbstoffe und Bestrahlungsprodukte dienten 
das Papierelektrophoresegerat .,Elphor“ nach Abb. 1. Kiivetie fiir Bestrah- 
Grafmann und Hanning von Dr. Bender und lungs- und Ausschiittelungs- 
Dr. Hobein (Karlsruhe-Miinchen-Ziirich) und die Versuche in einer Stickstoff- 
dazugehdrigen Filtrierpapierstreifen Nr. 2043 a Mgl atmosphire. 
von Schleicher und Sdhiill. Die angelegte 
Spannung betrug 110 V, bei einem Strom von 0,4 mA je Sitreifen. Eine 
nahere Beschreibung des Apparates findet sich bei Wunder] y (1955). Als Durch- 
trankungsfliissigkeit wurden die Phosphatpuffer (Strugger 1949) in doppelter 
Konzentration (m/75) verwendet. Um genau kontrollierbare Bedingungen zu haben, 
muften zuerst die méglichen Aziditits-Veranderungen wahrend der Betriebszeiten 
gemessen werden. Bei einer durchschnittlichen Laufzeit von 5 bis 8, gelegentlich 
auch bis zu 20 Std., traten im sauren Bereich pH-Verschiebungen um + 0,2 und im 
alkalischen Bereich um —0,5 bis —1 auf. 


I. Versuche mit Neutralrot 
A. Die Einwirkung von UV-Strahlen auf Neutralrotiésungen 
a) Bestrahlungen von Neutralrotlésungen 

Nach Drawert und Metzner (1956) geht aus den Elektrophorese- 
versuchen hervor, ,,daf der basische, also positiv geladene Farbstoff Neutral- 
rot, wenn er nicht im vollig dissoziierten Zustand (pH 2) vorliegt, unter der 
Strahlenwirkung einer Quecksilberhéchstdruck- oder Kohlenbogenlampe 
eine griinfluoreszierende, ne gativ geladene Komponente abspaltet“. 
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Durch Vergleich der Fluoreszenzintensitaten von Farbstofflésungen, die 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen bestrahlt wurden, und 
durch eine chromatographische Analyse konnte dies bestitigt werden. Die 
besten Ergebnisse erzielt man, wenn das Neutralrot (NR) als undissoziierte 
Base vorliegt. 

In diesem Zusammenhang muf auf die spektralphotometrischen Untersuchungen 
von Bartels (1956a und b) hingewiesen werden, der bei wasserigen Neutralrot- 
lésungen eine starke Assoziationsbildung feststellte. Schon bei geringer Konzentra- 
tion (1:500.000) liegt ein Teil der NR-Ionen als Dimere vor, bei héher konzentrierten 
Lésungen (5-10—* Mol/l = etwa 1:8000) werden mit grofer Wahrscheinlichkeit 
Tetramere gebildet. Die Assoziation zu Dimeren fiihrt bei fluoreszierenden Farb- 
stoffen haufig zu einer betrachtlichen Herabsetzung der Fluoreszenzausbeute. Das 
Assoziationsverhalten wiasseriger NR-Lésungen kénnte auch fiir die Strahlenwir- 
kung von Bedeutung sein. 

Bei den Versuchen erweist es sich als stérend, daf die Farbbase schwer wasser- 
léslich ist und bei pH 6,8—7,0 leicht ausflockt; denn nur die gelést vorliegenden 
Molekiile der Farbbase sind unter diesen Versuchsbedingungen strahlenempfindlich. 
Eine abgestandene, gesattigte wafrige NR-Basenliésung entspricht nur einer Konzen- 
tration von etwa 1 : 25000 = 1,6-10—* Mol/l. Ich erhielt diesen Wert, indem ich 
eine alkalische filtrierte Farblésung mit einem Tropfen HCl versetzte und die Farb- 
tiefe mit einer angesduerten NR-Lésung bekannter Konzentration verglich. Deshalb 
erwies es sich als giinstig, die NR-Base durch Ausschiittelung in einem neutralen 
hydrophoben Lésungsmittel anzureichern. Die Konzentration kann so mindestens 
auf das Zehnfache erhéht werden. 

Bei Bestrahlung mit der Quecksilberhéchstdrucklampe erwarmt sich das Li- 
sungsmittel stark, wenn keine besonderen Kiihlvorrichtungen zur Verfiigung stehen. 
Da Temperaturen bis zu 95°C gemessen wurden, konnte nur eine schwer siedende 
Fliissigkeit verwendet werden. Am besten eignete sich dazu Toluol (Siedepunkt 
112°C). Nach guter Durchmischung auf der Schiittelmaschine und griindlicher Pha- 
sentrennung wurde die rein orangegelbe, gelbgriin fluoreszierende Lésung fiir 
30 Minuten der energiereichen Strahlung ausgesetzt. Eine Reaktion findet sowohl 
im Blaulicht als auch im ultravioletten Bereich statt. Je nach dem Alter des Queck- 
silberbrenners wird mehr oder weniger schnell eine Umfarbung nach Rot sichtbar. 
Es bildet sich zuerst ein feiner Niederschlag, der sich bald in gréReren Flocken 
absetzt. Die restliche Lésung zeigt nur noch einen biafgelben Farbton, die intensive 
Fluoreszenz ist geléscht. Durch scharfes Zentrifugieren lat sich das Sediment ab- 
trennen. Es enthalt hauptsachlich die negativ geladenen Anteile mit Beimengungen 
von unverdndertem NR. Haufig zeigt das Toluol auch dann noch einen rotlichen 
Farbton. Durch Ausschiitteln mit destilliertem Wasser kénnen die sauren, lipo- 
phoben Komponenten véllig herausgelést und spater zusammen mit dem Nieder- 
schlag aufgearbeitet werden. Es empfiehlt sich, das bereits bestrahlte Toluol wieder 
frisch mit der Farbbase anzureichern und fiir weitere Reaktionen zu verwenden. 
Im Toluol befindet sich eine rein hydrophobe Komponente, von der weiter unten 
noch zu berichten ist (S. 532). 

Der Niederschlag wurde zur restlosen Entfernung des Lésungsmittels bei 60 bis 
80°C getrocknet. Die Erwarmung verursacht keine Verainderung der Substanz, da 
ja auch beim Bestrahlungsvorgang ahnliche Temperaturen auftreten. Uberhaupt 
ist der negativ geladene Stoff gut hitzebestindig, so da® Lésungen ohne Schaden 
bei 100°C eingedampft werden kénnen. 

Der Niederschlag lést sich in 90%igem Alkohol beim Erwarmen. Zuriick bleibt 
eine geringe Menge eines ganz feinen dunkelbraunen Pulvers, das sich weder in 
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wafRrigen noch in hydrophoben Medien lésen lat und nicht weiter untersucht 
wurde. Zur weiteren Reinigung mufi der Alkohol aus der mit Wasser verdiinnten 
Lésung wieder abdestilliert werden. Steht geniigend intensiv bestrahlte Lésung 
zur Verfiigung, so bildet sich beim Entfernen des Alkohols aus der wafrigen Lésung 
ein feiner Niederschlag. Er ist mit der bereits erwahnten .hydrophoben Kom- 
ponente™ identisch. 


b) Versuche zur Reingeminnung des Bestrahlungsproduktes 


Drawert und Metzner (1956) zeigten, da eine gute Abtrennung der 
griin fluoreszierenden Komponente vom unveranderten NR mit Hilfe der Papier- 
chromatographie erreicht wird (Abb. 3, S. 374). Die Trennung ist exakt durch- 
fiihrbar, jedoch kénnen durch Eluieren der Farbflecke nur schwache Farblésungen 
gewonnen werden. Ergiebiger ist die Ausschiittelung der alkalisch gepufferten 
bestrahlten Farblésungen mit neutralen hydrophoben Lésungsmitteln wie Toluol 
oder Benzol. Entsprechend der Farbstoffverteilung zwischen beiden Medien (D ra- 
wert 1940, 1948) laft sich das unverinderte NR durch wiederholten Wechsel der 
organischen Lésung fast véllig herauslésen. Dazu ist es jedoch notwendig, alkali- 
sche Puffer zu verwenden, die sich nicht ohne weiteres wieder entfernen lassen. 

Durch Aluminiumoxyd (Woelm) findet keine Trennung der Komponenten statt. 
Eine einfache Kapillaranalyse (Ruhland 1908; Strugger 1949) durch Auf- 
tropfen der bestrahlten Lésung auf ein FlieRpapier zeigt, da das Neutralrot als 
Farbkation zentral adsorbiert wird, wahrend sich ein griin fluoreszierender Ring 
nach aufen ausbreitet. Der rote Fleck bleibt auch beim Nachsaugen von Wasser 
unverdndert liegen. 

Zur Reinigung wurde deshalb Zellulosepulver verwendet (Schleicher & Schiill, 
Nr. 123). Als Saule dienten Glasfilternutschen verschiedener Grife, die sich bequem 
fiillen lieRen. Das Fortschreiten der Adsorptionszone des roten Farbstoffs war auf 
diese Weise gut zu verfolgen. Aus anderen Versuchen ging hervor, daf zur Fest- 
legung von 1 g NR etwa 100 bis 110 g Zellulosepulver nétig sind. Zur Beschleunigung 
der Trennung wurde die Lésung im Vakuum durchgesogen; dank der grofen Ober- 
flache des staubfeinen Pulvers wird das NR villig adsorbiert, wahrend die anioni- 
sche Komponente glatt hindurchlauft. 

Vor der Verwendung des Zellulosepulvers ist eine Reinigung notwendig. Der 
erste Anteil der durch die Saule gelaufenen Lésung zeigt eine der anionischen 
Komponente ahnliche braunlichgelbe Farbe. aber eine hellblaue Fluoreszenz. Im 
Papierchromatogramm war ein entsprechender Fleck nicht nachzuweisen. Die 
leichte Opaleszenz des Filtrates lie vermuten, daf es sich hierbei um einen lés- 
lichen Anteil des Zellulosepulvers handelte. Eine gréRere Menge Pulver wurde 
daraufhin durch haufiges Durchsaugen von destilliertem Wasser gewaschen, bis 
das Filtrat klar blieb. Beim Einengen der Waschlisung wurde eine etwas klebrige 
braune Masse gewonnen, die nach Saéurehydrolyse deutliche Fehling-Reaktion gab. 

Ein Versuch, das Zellulosepulver im grofen zu reinigen, scheiterte, da nach 
dem Trocknen bei 60 bis 80°C wieder lésliche Bestandteile auftraten. So mute die 
Zellulose vor jedem Versuch griindlich gewaschen werden. Wird ein anderes L6- 
sungsmittel als Wasser verwendet (Aceton, Alkohol), so muff auch mit diesem das 
Pulver vorbehandelt werden. 

Nach dem Passieren der Saule (chromatographische Priifung auf Abwesenheit 
von unverdndertem NR, sonst Wiederholung des Vorganges) und griindlichem Aus- 
waschen der anionischen Komponente wurde die gewonnene Lésung auf dem Was- 
serbad bis zur Trockene eingedampft. Eine dunkelbraun glanzende Kruste blieb 
zuriick, die leicht abgekratzt und zu einem feinen Pulver zerstofen werden konnte. 


35* 
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Zur Frage der Ausbeute sei erwahnt, daf sich aus einem Ansatz von 40 je 
eine halbe Stunde bestrahlten Kiivetten von 25 bis 30cm* Toluollésung ungefahr 
350mg Substanz gewinnen liefen. Das entspricht einer Gesamteinwirkung von 
20 Stunden auf 1000 cm® Lésung. 

Hieraus wurde eine ,.Stammliésung A“ 1 : 1000 mit Aqua bidest. hergestellt. Sie 
hat einen pH-Wert von ungefahr 6,4 (pH Aqua bidest. = 6,1), ist braungelb gefiarbt 
und fluoresziert gelbgriin. Im diffusen Licht ist die Lésung iiber Monate unver- 
andert haltbar. 


c) Vitalfarbungen mit dem anionischen Bestrahlungsprodukt 


Als Untersuchungsobjekt wurden in Ubereinstimmung mit den Neutralrot- 
Arbeiten von Strugger (1940a), Toth (1952). Drawert und Metzner 
(1956) wiederum die Oberepidermiszellen von Allium cepa herangezogen (Zittauer 
Gelbe). Die Farbkonzentration der Pufferlésungen betrug 1 : 10 000. Die Farbezeiten 
variierten zwischen 5 Minuten und mehreren Stunden. Im Hellfeld war keine 
Farbstoffspeicherung zu beobachten. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung 
ergab folgendes Bild: 
pH 2,4: Die Membran ist ungefirbt, der Farbstoff aber im Plasma mit intensiver 

gelber Fluoreszenz gespeichert. Deutlich heben sich die einzelnen Plasma- 
strange von der dunklen Vakuole ab. Die Kerne fluoreszieren gelb. Einige 
Zellen zeigen Vakuolenkontraktion oder eine Aufquellung des ganzen 
Plasmaschlauches, der dann homogen gelb gefarbt ist. Hierbei handelt es 
sich wahrscheinlich um nicht mehr voll vitale Zellen (Plasmolyse in Rohr- 
zucker noch normal), da beim langeren Verweilen in der sauren Puffer- 
lésung alle Zellen absterben. Wiahrend der Beobachtung nimmt die Fluo- 
reszenzintensitat etwas ab. 

: Gute Plasma- und Kernfluoreszenz. Nach einiger Zeit sind noch 40% der 
Zellen lebend und zeigen deutliche Plasmastrémung. Es handelt sich hier 
um eine Anfarbung der Plasmagrundsubstanz, eine Granulafluoreszenz 
ist nicht zu beobachten. Die toten Wundrandzellen bleiben véllig farblos. 
Wahrend der Beobachtung tritt stirkere Fluoreszenzschwachung auf. 
Das Farbbild entspricht dem bei pH 3,5, die Fluoreszenzintensitat ist 
schwacher und blaft wahrend der Beobachtung auch schneller aus. Bei 
allen untersuchten pH-Werten ist auf dem Epidermishautchen ein Lings- 
gradient der Fluoreszenzstarke zu bemerken. 

pH 5,4: Das Plasma wird nur noch schwach:angefirbt, der Fluoreszenzton ist etwas 
griinlicher. 

pH 5.9: Bei langeren Farbezeiten ist eine geringe Plasmafluoreszenz gerade noch 
wahrnehmbar. 

pH 6.3: Eine Fluoreszenz des Plasmas ist nicht mehr nachweisbar. Der Farbstoff 
zeigt somit ein Verhalten, wie es von sauren Oxyfluoronfarbstoffen bekannt 
ist (Drawert 1941). 

Die Aufnahme der negativ geladenen Bestrahlungskomponente erfolgt 
am besten im stark sauren pH-Bereich. Auf die schwichere Speicherung bei 
Verringerung der Aciditat der Pufferlésungen ist auch die schnellere Fluo- 
reszenzverminderung zuriickzufiihren. Die Aufnahme ist ebenso bei Sauer- 
stoffabwesenheit zu beobachten. Dies deutet darauf hin, daf hier ein reiner 
Lésungsvorgang in lipophilen Phasen des Plasmas vorliegt. Bei Uber- 
tragung in alkalische Puffer wandert der Farbstoff bald wieder aus. Dr a- 
wert und Metzner (1956) konnten keinen Unterschied in dem vital- 
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farberischen Verhalten von bestrahlten und unbestrahlten Neutralrot- 
lésungen fesistellen. Dies ist auch bei dem geringen Anteil der sauren 
Komponente in wafrigen Lésungen nicht méglich, da héchstens im sehr 
sauren Gebiet eine Speicherung eintritt, wahrend im neutralen Puffer die 
aufgenommene Neutralrotbase durch ihre intensive Fluoreszenz alles iiber- 
deckt. Wird der saure Stoff von auffen der Zelle geboten, so kommt es zu 
keiner Zellsaftfluoreszenz. Diese kann nur durch Bestrahlung von Vaku- 
olen erreicht werden, die mit normalem NR angefarbt sind. 


d) Ausschiittelungsversuche, Léslichkeit und Verhalten im elektrischen Feld 


Zur Priifung auf Lipoidléslichkeit fiihrie ich Ausschiittelungsversuche der 
gepufferten Farblésungen mit Benzol durch. Im Vergleich hierzu sei auf 
die Verteilung des unverinderten Neutralrots zwischen einer hydrophilen 
und einer hydrophoben Phase hingewiesen, wie sie Drawert (1940, 1948) 
gibt. Als Puffer dienten n-HCl, m/30 Phosphatlésungen und n-KOH. Dank 
der relativ hohen Salzkonzentration und dem fast neutralen pH-Wert der 
Stammlésung waren nur ganz geringfiigige Aziditatsveranderungen zwi- 
schen den reinen Pufferlésungen und den Farbpuffern zu beobachten. Die 
Ergebnisse sind der Tab. 1 zu entnehmen. 

Im stark sauren Gebiet hat die Lésung eine rote Eigenfarbe. Bei Ver- 
ringerung der Wasserstoffionenkonzentration tritt ein Farbumschlag nach 
Gelb ein. Die fast reingelbe (bei starkerer Verdiinnung mehr griingelbe) 
Fluoreszenz ist im Bereich von pH 5—10 am intensivsten, mit zunehmender 
Ansauerung wird die Fluoreszenz geléscht. Auch die stark alkalischen 
Lésungen zeigen eine geringe Fluoreszenzverminderung. Bei der Aus- 
schiittelungsreihe mit Benzol weist dieses von pH 6 abwirts eine starker 
werdende gelblichgriine Fluoreszenz auf. Die Eigenfarbe ist schwach gelb- 
lich. In der waRrigen Phase ist keinerlei Unterschied zu der nicht aus- 
geschiittelten Lésung festzustellen. 

Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Vitalfarbung zeigt gute Uber- 
einstimmung. Bei Ansauerung finden wir eine zunehmende Lipoidléslich- 
keit, was auf eine Zuriickdrangung der Dissoziation und Bildung der Farb- 
siure hinweist. Allerdings scheinen sich nur geringe Spuren im Benzol zu 
lésen. Ausschiittelungen mit Toluol, Xylol, Hexan, Ather und Chloroform 
fiihren zu den gleichen Ergebnissen. 

Zur Uberpriifung dieser Befunde untersuchte ich das Verhalten des 
Bestrahlungsproduktes im elektrischen Feld bei verschiedenen pH-Werten. 
Nihere Angaben hieriiber sind bereits unter ,Material und Methodik* 
gemacht worden. 


Es sollte einmal festgestellt werden, wieweit sich die Papierelektrophorese fiir 
quantitative Messungen bei Farbstoffanalysen verwenden lat. Ganz allgemein 
ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Feldstirke proportional, sie ist von dem 
Charakier und der Zahl der Ladungen eines Ions, dessen Gréfe und Molekiilform 
abhangig (Musso 1958). Aus der Gréfe der Wanderung lassen sich Riickschliisse 
auf die Ladungs- und Dissoziationsverhialtnisse ziehen. Auf diese Weise konnten 
z. B. die isoelektrischen Punkte von Proteinen usw. bestimmt werden (Literatur 
bei Wunderly 1954. Dort finden sich auch weitere Angaben iiber die Unter- 
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schiede zwischen freier Elektrophorese und Papierelektrophorese, iiber den Ein- 
flu@ von elektroosmotischen Kraften, Temperaturschwankungen, verschiedenen 
Papiersorten und deren unterschiedlichen Eigenladungen, die Bedeutung der Salz- 
konzentration der Pufferlésungen usw., worauf hier nur hingewiesen werden kann). 


Wahrend im Chromatogramm (Drawert und Metzner 1956, S. 374, 
Abb. 3a) mit Aceton-Wasser (4:6) keine weitere Auftrennung des sauren 
Farbstoffes zu bemerken ist, findet im elektrischen Feld eine 


Tab. 1. Ausschiittelungsversuche mit der anionischen Komponente einer bestrahlten 
Neutralrotlésung und Benzol bei verschiedenen pH-Werten der masserigen Phase. 





Verteilung zwischen 
hydrophiler Phase | lipophiler Phase 


Farb- WaBrige Lésung 


puffer _ Se Sere 
H . Fluoreszenz- | ,,. | Fluoreszenz- | ,,. | Fluoreszenz- 
P Eigenfarbe : ; | Rigenfarbe | : | Kigenfarbe | : 
intensitat | | intensitét | | intensitat 


| | | 
n-HCl | rot | | schwach 
1,5 | = = gelblich 
2,5 . 
3,5 Lt. t | 
4,6 eg a, | | 
5.9 | snel cee a | 1 
6,4 | 
6,8 
8,8 
10,1 
12,1 
n-KOH | gelb 





farblos 


b+4+- 


++4 
+4 
ais 


gelb 


deutliche Trennung in sechs verschiedene Anteile 
statt (Abb. 2). Gelegentlich laBt sich in alkalischen Pufferlésungen noch 
eine schwache siebente Komponente unterscheiden. Uber die unterschied- 


liche Wanderung gibt Abb. 3 Auskunft. 


Zur Auswertung werden die Wanderungssirecken der einzelnen Komponenten 
pro Stunde berechnet und gegen den pH-Wert der Pufferlésung aufgetragen. Die 
einzelnen Mefpunkte sind Mittelwerte aus 5 bis 10 Einzelmessungen. Die Wan- 
derungsgeschwindigkeit ist konzentrationsabhangig, wobei eine Erhéhung der auf- 
getragenen Farbstoffmenge eine schnellere Wanderung bedingt. Bei gleichen Kon- 
zentrationen kann eine befriedigende Ubereinstimmung erzielt werden. Gerade bei 
der Untersuchung saurer Farbstoffe, die meist wesentlich schneller wandern als 
basische, ist zu beachten, da die Bespriihung des Papierstreifens mit der Puffer- 
lésung véllig gleichmaRig durchgefiihrt wird. In den beiden Pufferkammern muf 
unbedingt Niveaugleichheit herrschen, weil es sonst durch Heberwirkung zu un- 
kontrollierbaren Verschiebungen kommt. Im Tageslicht sind die einzelnen Farb- 
flecke nur ganz schwach zu erkennen; unter der Quarzlampe zeigen sie griinliche 
Fluoreszenzen unterschiedlicher Intensitét und Farbténung. Eine nahere Bezeich- 
nung anzufiihren, hatte hier wenig Sinn, da die Fluoreszenzfarbe konzentrations- 
abhingig ist. Die dritte Komponente zeichnet sich durch gelbe Eigenfiirbung und 
eine intensive Gelbfluoreszenz aus. 
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Die Elektrophoreseversuche zeigen, daft aus der in Toluol gelésten Neu- 
tralrotbase durch die Einwirkung des kurzwelligen Lichtes mindestens 
sechs verschiedene negativ geladene Komponenten entstehen, die sich in 
ihrem Wanderungsvermégen und damit auch in ihren Ladungseigenschaften 
betrachtlich unterscheiden. 

Die wiedergegebenen Kurven der sechs Komponenten lassen sich aus 
den schon dargelegten Griinden nicht ohne weiteres miteinander ver- 

pon gleichen, da der chemische Aufbau der 
b verschiedenen Bestrahlungsprodukte 
unbekannt ist. Der Anstieg der einzel- 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Papierelektrophoretische Trennung der anionischen Komponenten, die bei 

der Bestrahlung einer Neutralrotlésung (Farbbase) in Toluol entstehen. a = Stamm- 

lésung A, b = lipophile Komponente, c= ausgeschiittelte Restlésung. (Phosphat- 
puffer pH 11,1; Laufzeit 5 Stunden.) 


Abb. 3. Die unterschiedliche elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit der 

in Abb. 2 dargestellten anionischen Komponenten I bis VI (———= eine nicht 

immer zu beobachtende, bei stark alkalischer Reaktion auftretende schwache 
7. Komponente), 


nen Kurven in Abhangigkeit vom pH-Wert der Pufferlésung diirfte aber 
wenigstens einen Hinweis auf das Dissoziationsverhalten des Stoffes geben. 

Nachdem elektrophoretisch nachgewiesen wurde, daf das Bestrahlungs- 
produkt nicht einheitlich ist, erhebt sich sofort die Frage, welche der hier 
aufgezeigten Komponenten fiir die vitale Plasmafarbung pflanzlicher Zellen 
verantwortlich ist. Aus den geringen Farbunterschieden ergaben sich rein 
visuell keine Anhaltspunkte, eine weitere chromatographische Auftrennung 
mit verschiedenen Liésungsmittelsystemen gelang nicht. 
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Im Anschluf an die Ausschiittelungsversuche mufte nach lipoidléslichen 
Anteilen gesucht werden. Dazu wurde die gewonnene ,Stammlésung A“ 
(1 : 1000) stark angesaiuert und mit Benzol wiederholt durchgeschiittelt, bis 
dieses keine Fluoreszenz mehr aufwies. In Benzol lésen sich noch geringe 
Wassermengen (in 100ml 2,11 ml H:O bei 20°); es war nétig, dieses mit 
wasserfreiem Kupfersulfat zu entfernen, um so alle lipoidunléslichen sauren 
Komponenten auszuschalten. Ather eignet sich wegen des relativ hohen 
Wassergehaltes nicht zur Extraktion. Das eingeengte Benzol hat eine 
schwach gelbliche Farbe und fluoresziert intensiv gelbgriin. Durch Uber- 
fiihrung in doppelt destilliertes Wasser und Vertreibung der organischen 
Phase lief sich eine rein gelbe Lésung gewinnen, die auch unter der Ana- 
lysenlampe reingelb anfleuchtet. Zur Feststellung, um welche von den sechs 
Komponenten es sich hier handelt, wurden die Stammlésung, der lipoid- 
losliche Farbstoff und die neutralisierte unlésliche Restlésung elektrophore- 
tisch verglichen. Abb. 2a, b, c zeigt eindeutig die Identitat der ,lipoid- 
léslichen“ mit der gelbfluoreszierenden Komponente III. 

Die Ergebnisse bei der vitalen Anfarbung von Zwiebelzellen stimmen 
mit den bereits geschilderten (S.524) iiberein. Durch die erhéhte Konzen- 
tration ist die Cytoplasma- und Kernfarbung noch verstirkt. Im Aus- 
schiittelungsversuch mit Benzol zeigt dieses eine gerade noch wahrnehm- 
bare Fluoreszenz bei pH 6,3. 


e) Strahlenwirkung auf die sauren Komponenten 


Wie schon erwahnt worden ist, verblaft wahrend der mikroskopischen 
Beobachtung die gelbe Plasmafluoreszenz — in Abhangigkeit von der Dauer 


der Farbezeit und der verwendeten Konzentration — recht bald. Ein vol- 
liges Verléschen wird selten beobachtet, auch nach langerer Bestrahlungszeit 
fluoresziert das Plasma noch schwach griinlich. Hier kann aber bereits eine 
Strahlenschadigung vorliegen (Drawert 1952). Eine Bestrahlung der 
in Toluol gelésten Komponente fiir 30 Minuten mit der Quecksilberhéchst- 
drucklampe vernichtet die gelbe Eigenfarbe vollig, eine Fluoreszenz ist 
nur noch ganz schwach zu erkennen. 


In der Literatur ist die Erscheinung der Fluoreszenzléschung durch UV-Strahlen 
bei den verschiedensten Stoffen beschrieben worden. Dabei ist die GréBe des Fluo- 
reszenzabfalles sehr von dem verwendeten Lésungsmittel abhingig. K rie gel und 
Herforth (1957) finden beim Benzpyren eine starkere Léschung in Aceton 
gegeniiber Benzol bei gleicher Strahlendosis. v. Brand (1955) beschreibt eine vollige 
Fluoreszenzléschung einer Methylcholanthrenlésung in Benzol. Unter den Bedin- 
gungen der angewandten Strahlung soll dabei aus Benzol Chinon entstehen, das 
fiir den Bestrahlungseffekt verantwortlich gemacht wird. Direkte Zugabe von 
Chinon fiihrt ebenfalls zu einer Fluoreszenzléschung. 

Zur Kontrolle wurden auch Bestrahlungen in wafrigen Lésungen durchgefiihrt. 
Das Ergebnis ist das gleiche. Sowohl im dissoziierten Zustand (alkalische Lésung) 
als auch im sauren Milieu wird der Farbstoff weiter zerstért. Ebenso wie die lipo- 
phile Komponente ist die nicht lipoidlésliche Restlésung strahlenempfindlich, wenn 
vielleicht auch nicht in dem Mae wie der gelbe Farbstoff. Hieriiber kénnten nur 
genaue quantitative Messungen Auskunft geben. 
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Zusammenfassend lat sich bis jetzt sagen, dak durch die Ein- 
wirkung energiereicher UV-Strahlen auf die geléste 
Neutralrotbase negativ geladene, gelblichgriin ge- 
fairbte und ebenso fluoreszierende Zwischenprodukte 
entstehen, die wiederum im gleichen Licht in farb- 
lose Substanzen iibergehen. Die zuniachst im Elektrophoresever- 


such nachgewiesenen sechs Verbindungen treten bereits nach zwei Sekunden 
Bestrahlung auf. 


Wichtig ware die Kenntnis der jeweils wirksamen Wellenlaingenbereiche fiir 
die Bildung und fiir die Zerstérung der sauren Komponenten. Hierzu miiften 
genaue Absorptionsmessungen durchgefiihrt werden. Eine weitere praparative 
Auftrennung wiirde aber iiber den Rahmen dieser Untersuchungen hinausfiihren. 
Die Verwendung einer Hochspannungselektrophorese-Apparatur mit kontinuierlicher 
Arbeitsweise fiihrte zu keinen Erfolgen. 


f} Die Art der photochemischen Reaktion. Der EinfluB des Lésungsmittels 


In allgemeinchemischer Hinsicht ist die Frage interessant, welche Ver- 
anderungen durch die energiereichen Strahlen am Neutralrotmolekiil her- 
vorgerufen werden. Beim Neutralrotmolekiil ist die Entstehung einer dis- 
soziierfahigen sauren Gruppe eigentlich nur durch die Anlagerung von 
Sauerstoff denkbar. 


Die photooxydative Zerstérung von Farbstoffen ist vielfach eingehend unter- 
sucht worden, da die Erscheinung des Ausbleichens von gefarbten Gegenstanden 
von grofer Bedeutung fiir die Praxis ist. Nach den Untersuchungen von Gebhard 
(1911, weitere Literatur bei Bachér 1929) werden dabei durch Anlagerung von 
Sauerstoff oder auch Wasser (Bedeutung der Luftfeuchtigkeit fiir das Ausbleichen, 
vgl. Rein 1934) an die im Licht aktivierten Gruppen Farbstoffperoxyde, Peroxyd- 
hydrate oder Phenole gebildet, die mehr oder weniger bestandig sein kénnen, meist 
aber zu ungefarbten Verbindungen mit saurem Charakter abgebaut werden. 


Zum Nachweis eines Sauerstoffeinflusses auf Neutralrot wurde die in 
Toluol geléste Base mit Stickstoff desoxygeniert und unter Luftabschlu& 
bestrahlt. Normalerweise deutet schon nach 35 bis 10 Minuten eine Rot- 
farbung den Beginn der Niederschlagsbildung an; hier war auch nach ein- 
stiindiger Einwirkung keinerlei Veranderung zu beobachten. Zur Kontrolle 
bestrahlte ich eine wafrige, schwach gepufferte Lésung nach Vertreibung 
des Sauerstoffes; die Fliissigkeit blieb véllig klar und zeigte keinerlei Farb- 
veranderung im ultravioletten Licht. Eine gleiche Lésung, durch die wahrend 
der Lichteinwirkung ein reiner Sauerstoffstrom geleitet wurde, lief die 
Entstehung eines feinen Niederschlages erkennen (keine Base!) und fluores- 
zierte gelborange. Papierchromatographische und elektrophoretische Ver- 
suche bestatigten die Ergebnisse. 

Die Veranderungen der Neutralrotbase durch kurz- 
wellige Strahlen zu anionischen, griin fluoreszieren- 
den Verbindungen erfolgt nur in Gegenwart von 
freiem Sauerstoff, in véllig desoxygenierter Lésung tritt keine 
Reaktion ein. Es handelt sich also um einen photooxydativen Vorgang. 
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Beim intensiven Belichten eines organischen Lisungsmitiels ist zu beachten, wie- 
weit dieses selbst durch die Strahlen verandert wird. Aus der chemischen Literatur 
(Angaben bei Bachér 1929) geht hervor, da die zyklischen Kohlenwasserstoffe 
vom Licht in Gegenwart von Sauerstoff leichter angegriffen werden als die Paraffin- 
abkémmlinge. Die Einwirkung erfolgt hier in der Seitenkette, eine oxydative Spal- 
tung des Benzolringes ist auf diese Weise nicht zu erreichen. 


1. Toluol wird nah Ciamician und Silber (1912) durch Sonnenbe- 
strahlung zu Benzoesiure oxydiert, auRerdem treten Benzaldehyd und Ameisen- 
sdure auf. Kailan (1920) bestrahlte Toluol mit der Quecksilberlampe in Gegen- 
wart von Wasser. Nach ungefahr 50 Stunden beobachtete er die Bildung von Benzoe- 
sdure, Ameisensdure und Oxalsaure im gegenseitigen Mengenverhiltnis von 44 : 36: 
20. Zur informatorischen Uberpriifung, wieweit bei einer kurzfristigen Einwirkung 
Zersetzungsprodukte auftreten, setzte ich fiir 1 Stunde wassergesittigtes Toluol dem 
Licht der Quecksilberhéchstdrucklampe aus. Nach Durchschiittelung mit destilliertem 
Wasser lieffen sich in diesem reduzierende Substanzen durch Ausscheidung von 
metallischem Silber aus einer ammoniakalischen Silbernitratlésung in der Warme 
und Entfarbung einer Kaliumpermanganatlésung nachweisen. Eine Priifung auf 
Oxalsidure verlief negativ. Die Proben zeigen, daf® auch bei meinen Versuchen mit 
einer Veranderung des Toluols zu rechnen ist. 


Um Fehlschliisse durch eine mégliche Reaktion der Lésungsmittel-Zersetzungs- 
produkte zu vermeiden, bestrahite ich die Neutralrotbase noch in folgenden anderen 
Reagenzien. Einige Literaturangaben iiber das Verhalten der Stoffe im kurzwelligen 
Licht mégen hier mit angefiihrt werden. 


2. Reines Benzotl ist verhélinismafig bestandig (Suida 1912; Ciamician 
1913), weil substituierte Gruppen fehlen, obwohl es eine starke UV-Absorption be- 
sitzt. v. Brand (1955) konnte unter ihren Versuchsbedingungen eine Umwandlung 
zum Chinon nachweisen, Fiir meine Untersuchungen ist der niedrige Siedepunkt un- 
giinstig, vorgeschaltete Kiihlkiivetten wiirden die Strahlenintensitét herabsetzen. 
Die Niederschlagsbildung der sauren Produkte erfolgt wie beim Toluol. 


3. Xylol: Substituierte Benzolabkémmlinge werden im Licht zu den entspre- 
chenden Saduren oxydiert (Ciamician und Silber 1912). Die Reaktionsfahig- 
keit nimmt mit steigender Zahl der Seitenketten zu, was besonders fiir parastandige 
Methylgruppen zutrifft. Hier ist noch zu erwahnen, daf p-Xylol und auch Toluol 
autoxydable Stoffe sind, die bei Lichteinwirkung mit dem Sauerstoff der Luft rea- 
gieren kénnen und auch befahigt sind, aktivierten Sauerstoff auf andere Kérper 
zu iibertragen, die an sich im Licht bestandig sind. Es muff also damit gerechnet 
werden, dafi das organische Lisungsmittel auch als Sensibilisator auf den Farb- 
stoff einwirken kann. 


4. Paraffinum liquidum: Paraffinkohlenwasserstoffe sind im Licht 
wesentlich reaktionstrager, soweit es sich um gesattigte Formen handelt. Griin 
und Wirth (1920) konnten z. B. bei 3 bis 5'/, stiindiger UV-Einwirkung auf Paraf- 
fin (Schmp. 52°) bei 160° keine Beschleunigung der Zersetzung feststellen. Zur bes- 
seren Durchschiittelung mit einer Neutralrotlésung und anschliefenden Phasentren- 
nung mufte bei meinen Untersuchungen etwas erwirmt werden. 

5. Athylalkehol besitzt nur schwach lipophile Eigenschaften. Durch die 
Einwirkung des UV-Lichtes kann eine Reduktion zum Aldehyd eintreten. Neutralrot 
wird mit rotem Farbton und roter Fluoreszenz gelist. Nach Zugabe von einigen 
Tropfen KOH schligt die Farbe nach Gelb um (UV: rein orange). Die Base fallt 
dabei nicht aus. Wahrend der Bestrahlung fiarbt sich die Lisung wieder rot, eine 
Niederschlagsbildung tritt aber nicht ein. 
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6. Glycerin wird in wafriger Lésung (10%) durch das Licht einer Queck- 
silberlampe rasch zersetzt unter Bildung von Formaldehyd und undefinierten Sau- 
ren. Das Reaktionsprodukt reduziert Fehlingsche Lésung in der Kialte (Bierry, 
Henri und Rane 1910, 1911). Die Neutralrotbase ist in verdiinntem Glycerin 
noch recht gut léslich. 


Ein elektrophoretischer Vergleich der aus den verschiedenen Medien 
gewonnenen sauren Produkte zeigt Ubereinstimmung mit Abb. 2 a. Da nicht 
anzunehmen ist, daf aus allen be- 
nutzten aliphatischen und zykli- 
schen Verbindungen unter der 
Strahlenwirkung die gleichen Zer- 
setzungsprodukte entstehen, diirfte 
damit der Beweis erbracht sein, 
daf die griin fluoreszierenden 
Komponenten reine Abkémmlinge 
des Neutralrotmolekiils sind. 

Zum Vergleich muff noch das 
Verhalten einer wafrigen Neuiral- 
rotlésung untersucht werden. Wie 
schon erwahnt wurde, ist die Aus- 
beute hier sehr gering, weil einer- 
seits der Anteil der gelést vor- 
liegenden Base klein ist und an- 
dererseits die sauren Zwischen- 
produkte selbst wieder im kurz- c 
welligen Licht zersetzt werden. grinlich + 
Durch Verwendung einer gréferen 
Kiivette, wo nur etwa ein Viertel 
der Flache von den Strahlen ge- Kathode 
troffen wird, kann der weitere 
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» : Abb. 4. Elektrophoretischer Vergleich der 
Abbau z. T. vermieden werden.  anionischen Komponenten, die bei der Be- 
Ein Sauerstoffstrom sorgt wahrend strahlung einer Lésung der Neutralrot- 
der Bestrahlung fiir gute Durch- base in Toluol (Stammlésung A =a) und 
mischung, so daf sich die Spalt- einer wa®rigen Neutralrotlésung (Stamm- 
produkte im verdunkelten Teil des lésung B=b) enitstehen. c= lipophiler 
GefiBes anreichern konnen. Die Anteil der Stammlésung B. (Farbtonana- 
mit Hilfe von Zellulosepulver !yse im UV; x = intensiv fluoreszierend; 
gereinigte ,Stammlésung B“ zeigt +=im Tageslicht ganz schwach rétlich.) 
bei der Papierelektrophorese ein 

abweichendes Bild (Abb. 4). Wegen der geringen Konzentration ist 
selbst die Analyse unter der Quarzlampe nicht immer eindeutig. Es lassen 
sich nur vier verschiedene Komponenten trennen, die in ihrer Wanderungs- 
geschwindigkeit nicht mit den oben beschriebenen iibereinstimmen. Die 
Erscheinung ist insofern interessant und kann von Bedeutung fiir die Ana- 
lyse der Vitalfarbung sein, da in der Zelle ebenfalls verschiedene Speicher- 
orte vorliegen (Plasma-Vakuole) und wir iiber den Zustand des Farb- 
stoffes in der Vakuole nichts Genaues aussagen kénnen. Bei den Modell- 
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versuchen muf noch die unterschiedliche Sauerstoffspannung im Wasser 
und in den organischen Medien beachtet werden, wodurch weitere Zer- 
setzungen der primar gebildeten Komponenten verhindert oder beschleunigt 
werden. Die Léslichkeit von Gasen in organischen Fliissigkeiten ist bei Er- 
warmung vielfach erhéht, wahrend sie in Wasser rasch absinkt. Bei den 
hohen, wahrend der Bestrahlung auftretenden Temperaturen wird trotz 
des durchgeleiteten Sauerstoffstromes die geléste Gasmenge nur gering sein, 
was eine schwachere Reaktion zur Folge hat. So ist auffallend, daf bei 
belichteten waifrigen Lésungen eine negativ geladene Komponente nach der 
elektrophoretischen Trennung noch einen rétlichen Farbton zeigt (Abb. 4 b). 


Ein Faktor, der fiir die Deutung der Elektrophoreseversuche in diesem Falle 
von Ausschlag sein kann, ist die Anwesenheit von nicht unbetrachtlichen Mengen 
Chlorionen in der bestrahlten Lésung. 

Fiir die Stammlésung A (Bestrahlung in Toluol) wurde ein pH-Wert von etwa 
6.4 ermittelt. Die Lésung B (Bestrahlung in H,O) zeigt einen héheren Saéuregrad 
(pH 4—5). Die Ursache hierfiir ist einmal in den verschiedenen Ausgangsmaterialien 
zu sehen, andererseits in der Eigenschaft der Zellulose, als Kationenaustauscher zu 
wirken. Wenn man z. B. eine neutrale Salzlésung durch Zellulosepulver schickt, so 
wird sie sauer, da die Metallionen in gewissem Grade gegen Wasserstoffionen aus- 
getauscht werden. 

Wiahrend die Stammlésung A aus der reinen Neuiralrotbase hergestellt wurde, 
die Chlorionen durch die Ausschiittelung mit organischen Medien also ausgeschieden 
werden konnten, la&t sich in der B-Lésung nach der Reinigung durch die Zellulose- 
siule eine gréfRere Menge Chlorid nachweisen. Dies ist besonders deutlich, wenn 
die Lésung wegen der geringen Konzentration an sauren Zersetzungsprodukten 
stark eingeengt wird, wie es fiir die Elektrophoreseversuche notwendig ist. Die 
Stammlésung B hat ebenfalls eine gelbbraunliche Farbe, die bei Ansaiuerung 
nach rot umschligt, wobei gleichzeitig ein Verlust der gelbgriinen Fluoreszenz zu 
beobachten ist. Sie enthalt auch einen lipoidléslichen Anteil (Abb. 4c), mit dem sich 
vitale Plasma- und Kernfarbungen durchfiihren lassen. 


g) Nachweis der hydrophoben Komponente 


Bisher wurde nur nach sauren Oxydationsprodukten gesucht. Bei der 
Bestrahlung im Modellversuch fielen diese mit noch unveranderten Neuitral- 
rotanteilen vermengt aus den lipophilen organischen Lésungsmiitteln aus 
und konnten deshalb leicht abzentrifugiert werden. Der Niederschlag lie® 
sich fast vollig in hei&em Alkohol lésen, der zur weiteren séulenchromato- 
graphischen Reinigung der sauren Komponenten wieder entfernt werden 
mute. Dies geschah durch Uberfiihrung in Wasser und Erhitzen der Lésung. 
Bei der Verdrangung des Alkohols zeigte sich von neuem eine geringe Aus- 
fallung (vgl. S.522), die in abs. Alkohol, Aceton, Benzol, Toluol u.a. mit 
gelber Farbe und griinlichgelber bis reingelber Fluoreszenz gelést werden 
kann, aber nicht in verdiinntem Alkohol oder Wasser. Es handelt sich also 
hier um eine extrem lipophile Substanz, die auch nicht mit der Neutralrotbase 
identisch ist. Im elektrischen Feld wird nach 36 Stunden keinerlei Ver- 
schiebung des orange fluoreszierenden Fleckes fesigestellt. 

Mit diesen Befunden kann auch eine Angabe von Drawert und 
Metzner (1956, S. 375) erklart werden. Bei der Beschreibung ihrer Elek- 
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trophoreseversuche zur Feststellung der Ladungseigenschaften der entdeck- 
ten griin fluoreszierenden Bestrahlungskomponente wird erwahnt, da® der 
am Start liegenbleibende Fleck bis weit ins saure Gebiet intensiv orange 
fluoresziert. Im neutralen und schwach sauren pH-Bereich wird diese Fluo- 
reszenz durch das am Papier adsorbierte, nur langsam wandernde Neutral- 
rot-Kation oder die Farbbase hervorgerufen, aber nicht bei weiterer An- 
siuerung. Das deutet darauf hin, daf es sich auch hier um die ,,hydrophobe 
Komponente* handelt. 

Zum Nachweis dieser Verbindung méchte ich noch folgende Versuche 
anfiihren: 


1. Die Neutralrotbase wird in Toluol bestrahlt, dieses anschlieBend wiederholt 
mit verdiinnter Salzsiure durchgeschiittelt, um den unveranderten Farbstoff zu- 
sammen mit den nicht lipophilen Anteilen aus der organischen Phase herauszuldésen. 
Bei einer anschlieRenden Behandlung des Toluols mit verdiinnter Kalilauge muf 
die .,lipoidlésliche Komponente“, entsprechend den Ausschiittelungsversuchen 
(S.526), in die wafrige Lésung iibergeben. 

Nach Auswaschen mit destilliertem Wasser behilt das Toluol seine gelbliche 
Farbe und zeigt unter der Quarzlampe eine griinlichgelbe Fluoreszenz. 

2. Neutralrot 1: 2000 wird in schwach gepufferter wafriger Lésung bestrahlt. 
Durch die Erwirmung ist eine verstirkte Ausfallung der schwerldslichen Base zu 
beobachten, die sich durch Zusatz von einigen Tropfen Salzsiure wieder beseiti- 
gen laRt. Trotzdem bleibt ein feiner Niederschlag noch erhalten, der in einem Filter 
aufgefangen, mit Salzsiure gewaschen und dann getrocknet wird. In Benzol ist er 
mit gelber Farbe lislich. 

Beim Bestrahlen von Neutralrot sowohl in wafrigen als auch in lipophilen 
organischen Lésungsmitteln kann die Bildung einer rein hydrophoben Komponente 
nachgewiesen werden, die sich in wafrigen Medien nicht lésen laft. Wieweit sie 
auch in vitalgefarbten Pflanzenzellen bei den relativ kurzen Beobachtungs- und 
damit Einwirkungszeiten in Erscheinung tritt, kann nicht entschieden werden, da 


die Fluoreszenzfarbe kaum von denen der anderen sauren Zersetzungsprodukte 
abweicht. 


h) Besprechung der Ergebnisse, Schluffolgerungen auf den Aufnahmemeca- 
nismus von Neutralrot, Akridinorange und Thionin 


Werden Zwiebelepidermen, deren Vakuolen mit Neutralrot zinnoberrot 
gefarbt sind, im Fluoreszenzmikroskop langere Zeit beobachtet, so beginnen 
die zuerst dunkel erscheinenden Zellsaftraume nach und nad griin bis 
gelbgriin zu fluoreszieren (Strugger 1940). Als Ursache dieser Fluores- 
zenzerscheinung konnte von Drawert und Metzner (1956) eine Ver- 
iinderung des Farbstoffes nachgewiesen werden. Unter der Einwirkung des 
kurzwelligen Lichtes entsteht aus dem kationischen Neutralrot ein griin 
fluoreszierender negativ geladener K6rper. 

Die durchgefiihrten Untersuchungen bestatigten die Befunde von Dr a- 
wert und Metzner (1956), daf Neutralrot unter der Einwirkung von 
UV- oder Blaulicht eine chemische Veranderung erfahrt. Es konnte gezeigt 
werden, daB dabei mindestens sieben verschiedene Komponenten entstehen. 
die sich teilweise auf Grund ihrer spezifischen Lipoidléslichkeit leicht 
trennen lassen. 
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Bei den Untersuchungen zeigte sich auch, daft nur die ungeladenen Neu- 
tralrotbasenmolekiile, nicht aber die dissoziierten Farbstoffkationen strahlen- 
empfindlich sind. Ferner erfolgt eine Umwandlung des Farbstoffes nur bei 
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff; unter einer Stickstoffatmosphiare 
ist keine Veranderung festzustellen. Es handelt sich also um eine photo- 
oxydative Zerstérung des Basenmolekiils. 

Die griin fluoreszierenden Zersetzungsprodukte lassen sich nach ihrem 
Lésungsvermégen in eine rein ,,hydrophobe Komponente“, einen in saurem 
Milieu ,lipoidléslichen“ Anteil und mehrere rein hydrophile Stoffe ein- 
teilen. Beachtenswert ist, da man beim Bestrahlen von alkalisch gepuf- 
ferten wafrigen Neutralrotlésungen Produkte nachweisen kann, die sich 
im elektrischen Feld abweichend verhalten. Die unterschiedliche Sauerstoff- 
spannung in wafrigen und organischen Medien mag dafiir mitbestimmend 
sein, da die primar gebildeten Komponenten im kurzwelligen Licht bei 
Sauerstoffgegenwart leicht weiter zu farblosen Verbindungen abgebaui 
werden. Die ,hydrophobe Komponente“ laft sich bei einer Strahlenein- 
wirkung sowohl auf waBrige als auch auf organische Lésungen nachweisen, 
desgleichen entsteht in beiden Fallen ein im sauren pH-Bereich lipoidlés- 
licher Anteil. 

Es ist schon darauf hingewiesen worden, da der Nachweis von je nach 
dem Charakter des Lésungsmittels verschiedenen Zersetzungsprodukten 
auch fiir die Deutung der bei Vitalfarbung gemachten Beobachtungen wich- 
tig sein kann, da in der Zelle ebenfalls unterschiedliche Speicherorte fiir 
den Farbstoff vorliegen. 

Wie meist angenommen wird (Drawer t 1940, 1948, 1956; Strugger 
1940, 1949; vgl. auch Hofler 1947, 1948, 1949), beruht die Fluorochro- 
mierung des Plasmas bei einer Neutralrotfarbung auf einer Anreicherung 
der undissoziierten Farbbase in lipoiden Phasen des Protoplasten. Die 
Fluoreszenz entspricht einer in neutralen hydrophoben Medien ausgeschiit- 
telten Neutralrotlisung. 

Bei der Bestrahlung von neutralrothaltigem Toluol oder Benzol erfolgt 
sehr bald ein Farbumschlag von Gelb nach Rot, der die Ausfallung der 
sauren Produkte anzeigt. Dabei ist gleichzeitig in dem Mafte, wie die Basen- 
molekiile zerstért werden, eine erhebliche Fluoreszenzverminderung fest- 
zustellen. 

Die Plasmafluoreszenz nimmt wahrend der mikroskopischen Beobach- 
tung dagegen nicht ab, sondern wird durch die Strahleneinwirkung sogar 
zuerst noch verstarkt (Drawert und Metzner 1956). Beim Bestrahlen 
einer gefarbten Benzol- oder Toluollésung in der Kiivette, auch beim Beob- 
achten eines Tropfens auf dem Objekttrager oder eines Toluol-Gelatine- 
Modells (S.548), ist dieser Effekt nicht nachzuweisen. Eine begriindete 
Erklarung fiir die Fluoreszenzverstarkung lebender Protoplasten kann noch 
nicht gegeben werden. Erst nach sehr langen Einwirkungszeiten von 30 bis 
60 Minuten tritt die Plasmafluoreszenz zuriick, waihrend die Vakuole un- 
vermindert gelb aufleuchtet. Zu diesem Zeitpunkt zeigt das Plasma aber 
schon eine starke Schadigung, wie die Rotfarbung besonders der Plasma- 
zwickel im Hellfeld zu erkennen gibt. 
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Im Modellversuch werden die griin fluoreszierenden Zwischenprodukte 
bei weiterer Bestrahlung bis zu farb- und fluoreszenzlosen Verbindungen 
abgebaut. Bei der Beobachtung von angefarbten Zwiebel-Oberepidermis- 
zellen wird jedoch kein Nachlassen der sekundiren Vakuolenfluoreszenz 
bemerkt. Dies ist auch nicht zu erwarten, da infolge des groften Speicher- 
vermoégens der Zelle stets neue Basenmolekiile zur Verfiigung stehen diirf- 
ten. Aufferdem wird im Innern der Zelle die Strahlenintensitat durch die 
Membran — hier besonders durch Wachs- und Kutinschichten (Wu hr- 
mann-Meyer 1941) — und durch das Plasma wesentlich abgeschwacht sein 
(Glubrecht 1956), so daf innerhalb nicht letaler Einwirkungs- und Beob- 
achtungszeiten auch keine voéllige Zerstérung des aufgenommenen Neutral- 
rots stattfindet. Drawert und Metzner (1956) zeigten, daf auch bei 
einer reinen Membranfarbung an Allium-OE-Zellen in sauren Farbpuffern 
(pH 3—4) eine griinliche Vakuolenfluoreszenz durch die Strahleneinwir- 
kung ausgelést wird. Diese wichtige Beobachtung kann bestatigt werden. 
Auf Grund der intensiven Fluoreszenz der sauren Zersetzungsprodukte 
ist somit durch die Bestrahlung ein Mittel gegeben, auch geringste Kon- 
zentrationen an frei gelésten Basenmolekiilen nachzuweisen. Allerdings 
miissen wir dabei beachten, daff méglicherweise auch saure, hydrophile 
Komponenten erst sekundar aus dem Plasma in die Vakuole ausgeschieden 
werden. Das Auftreten der griinen Zellsaftfluoreszenz ist immer erst 
geraume Zeit spater zu beobachten, nachdem das Plasma schon die intensive 
gelbgriine Fluoreszenz angenommen hat. Ein Ubertritt hangt von der 
Durdhlassigkeit der inneren Plasmagrenzschicht ab. Bei den ,,vollen* Unter- 
epidermiszellen der Zwiebel, die den Farbstoff wahrscheinlich in gebun- 
dener, also fiir UV-Strahlen wohl nur schwer angreifbarer Form speichern 
(Kinzel 1958), wird aber keine sekundiare Zellsaftfluoreszenz beobachtet 
(Toth 1952), obwohl eine Fluoreszenzverstarkung des Plasmas (Drawert 
und Metzner 1956) auch hier auf eine Strahlenreaktion schliefen 
jaRt. 

Es erschien reizvoll, das weitere Verhalten der gebildeten anionischen 
Komponenten in der Zelle zu verfolgen. Obwohl die Veranderung des 
Farbstoffes sehr schnell erfolgt, die Strahleneinwirkung also nur kurz- 
fristig ist, macht sich doch nach einiger Zeit eine starke Schadigung der 
Zellen bemerkbar. Werden die Zellen dagegen im ungefarbten Zustand 
bestrahlt, so erweisen sie sich auch nach relativ langer Einwirkungszeit 
als sehr resistent. Bei den gefarbten Zellen ist deshalb auch mit einem 
»photodynamischen Effekt“ des belichteten Farbstoffes zu rechnen. Zum 
anderen kénnen auch die gebildeten sauren Produkte einen schidigenden 
Einflu® ausiiben, etwa in dem Sinne, da im Vergleich zu den Modell- 
versuchen in den lipoiden Phasen des Plasmas Ausfallungen auftreten. 

Werden die in alkalischem Puffer gefarbten und bestrahlten Objekte 
in ein saures Medium iibertragen, so wandert in der bekannten Weise der 
unveranderte Farbstoff aus der Vakuole und dem Plasma aus und wird 
in der Membran festgelegt. Die gelbe Fluoreszenz der Vakuole bleibt er- 
halten, auch das Plasma wird nicht véllig entfarbt (lipophile Zersetzungs- 
komponenten?). Aber dieser Eingriff, der bei einer unbestrahlten Zelle 
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leicht durchgefiihrt werden kann, erweist sich hier als so stark schidigend, 
daf keine Gewiahr fiir die volle Vitalitait der Zelle mehr gegeben ist. 

Die Verhiiltnisse bei den ,leeren* Oberepidermiszellen erméglichen in 
Verbindung mit der Feststellung, da® nur Basenmolekiile zu griin fluores- 
zierenden Verbindungen abgebaut werden, einige allgemeine Betrachtungen 
iiber den Aufnahmeprozef basischer Vitalfarbstoffe anzuschlieRen. 


Durch die obigen Befunde wird die Annahme St rug gers (1940) unter- 
stiitzt, da auch aus sauren Lésungen der Farbstoff in geringem Mafe von 
der Zelle aufgenommen wird. In der Vakuole mii®te dann das Neutralrot 
aber wenigstens teilweise als ungeladenes Molekiil vorliegen und einem der 
Wasserstoffionenkonzentration entsprechenden Dissoziationsgleichgewicht zu- 
folge stets neues, fiir Strahlen angreifbares Material zur Verfiigung stehen. 

Nach mikrospektrographischen Messungen von Bartels und Schwan- 
tes (1957) ist bei Zwiebel-OE-Zellen eine Farbstoffaufnahme in die Vakuole 
von pH 5,0 an nachweisbar. Der Speicherungsgrad in Abhingigkeit von 
der Aziditat der gebotenen Farblésung weist deutlich einen stufenférmigen 
Verlauf auf. Die Autoren vergleichen die Neutralrotaufnahme mit dem An- 
teil der bei den entsprechenden pH-Werten vorliegenden Basenmolekiile 
und diskutieren neben einem rein osmotischen Aufnahmeprozef in starkem 
Make die Beteiligung nichtosmotischer und metaosmotischer Vorginge im 
Sinne von Bogen und P rel] (1953) fiir die beiden prototropen Formen 
des einfach positiv geladenen Neutralrotkations. Dafiir spricht (S. 9), ,,daf 
die gemessene Stufe mit dem Existenzbereich des Molekiilions NR*+; zusam- 
menfallt, und zum anderen, da der Kurvenabschnitt im Alkalischen mit der 
Konzentration undissoziierter Molekiile eine gute Ubereinstimmung zeigt, 
ferner jedoch auch in gewisser Weise die verschiedene Zeitabhangigkeit der 
Farbstoffaufnahme bei pH 6,75 und pH 9,6. Die Farbstoffaufnahme bei 
pH 6,75 erfolgt nicht so viel langsamer, wie es die bei diesem pH-Wert we- 
sentlich geringere Aufenkonzentration undissoziierter NR-Molekiile erwar- 
ten lassen sollte.“ 

Wie die Abb. 2 und 5 der genannten Arbeit zeigen, sinkt der Anteil an 
ungeladenen Basenmolekiilen in Pufferlésungen zwischen pH 8 und 6,5 rasch 
ab. Damit ist aber keineswegs gesagt, daB nicht auch aus Lésungen héherer 
Aziditat Neutralrot-Molekiile in geringer Menge ins Plasma und in die Va- 
kuole aufgenommen werden. So berichten Dra wert und Metzner (1956) 
von einer orangegelben Plasmafluoreszenz bei pH 5, wahrend im Hellfeld 
nur eine reine Membranfarbung zu beobachten ist. Die Tatsache, da man 
auch bei niedrigen pH-Werten der Aufenlésung durch kurzwellige Strahlen 
eine sekundire Vakuolenfluoreszenz erzielen kann, spricht ebenfalls gegen 
die Annahme einer Kationenpermeabilitat; man miifte sonst fordern, daft 
die in die Zelle gelangten Neutralrotkationen in der Vakuole wieder zu 
undissoziierten Molekiilen zusammentreten. 

Im Ausschiittelungsversuch mit Benzol oder Toluol la&t sich aber gleich- 
falls eine Fluoreszenz der organischen Phase auch noch bei starker saurer 
Reaktion der wafrigen Phase beobachten. Der Grad der Lipoidléslichkeit 


eines Farbstoffes braucht nicht in direktem Zusammenhang mit dem Verlauf 
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seiner Dissoziationskurve bzw. dem bei einem bestimmten pH-Wert vor- 
handenen Anteil an ungeladenen Molekiilen zu stehen, wie die weiteren 
Ausfiihrungen verdeutlichen sollen. Dies scheint bei den Untersuchungen 
von Bartels und Schwantes nicht geniigend beachtet worden zu sein. 

Bei den Angaben iiber Ausschiittelungsversuche von Vitalfarbstoffen, die 
sich in der Literatur finden, ist die Héhe der Lipoidléslichkeit meist rein 
visuell abgeschatzt und die relative Intensitat dann durch eine verschiedene 
Anzahl von Kreuzen wiedergegeben worden. Nun ist es aber schwer, bei 
den meist intensiv leuchtenden und haufig auch fluoreszierenden Farben 
genauere Aussagen zu machen. Eine exakt photometrische Bestimmung er- 
schien daher wiinschenswert. 


Lipoidléslichkeit 











t 10-* 
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Abb. 5. Vergleich der Verteilung von Neutralrot zwischen einer wafrigen Phase 
und Benzol mit der Neutralrotaufnahme in die Vakuole einer Oberepidermiszelle 
von Allium cepa bei verschiedenen pH-Werten. Linke Ordinate: Léslichkeit in 
Benzol = ———. Rechte Ordinate: Neutralrotkonzentration Ci in der Vakuole bei 
einer gebotenen Auftenkonzentration von 1 -10—* Mol/Liter = —— — und Konzen- 
tration der undissoziierten Farbbasenmolekiile, multipliziert mit dem willkiirlich 
gewahlten Faktor 27=...... (Die letzten beiden Kurven sind entnommen aus 

Bartels und Schwantes, 1957, Abb. 5.) 


Eine Komplizierung, wie sie die Konzentrationsbestimmung wafriger 
Farbstofflésungen durch die Assoziationsbildung verursacht, kann hierbei 
ausgeschlossen werden. 


Die Untersuchungen wurden mit dem Kompensationsphotometer von Leitz vor- 
genommen. Zur Ausschiittelung diente Benzol, die Adsorptionsbestimmung erfolgte 
durch ein Griinfilter von 510mu. Die Me&punkte sind Mittelwerte von je 5 Par- 
allelansétzen mit jeweils 10 Ablesungen. Die Konzentration der wafrigen Farb- 
stofflésungen ist hierbei in weiten Grenzen ohne Bedeutung, da sich in jedem Fall 
ein Verteilungsgleichgewicht einstellt. Es muf aber beachtet werden, daf das maxi- 
male Lésungsvermégen des Benzols nicht iiberschritten wird; zur Darstellung kann 
bei vélliger Entfarbung der wafrigen Phase die Lipoidléslichkeit dann = 100% 
gesetzt werden. 

Protoplasma, Bd. LII/4 36 
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Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt (linke Ordinate). Zum Vergleich 
ist die von Bartels und Schwantes (1957, Abb. 5) wiedergegebene 
Kurve der pH-Abhingigkeit der Neutralrotaufnahme in die Vakuole einge- 
zeichnet, ebenso die Konzentration undissoziierter Basenmolekiile. Zur Ein- 
passung wurde dabei die maximale Farbstoffaufnahme bzw. die Konzen- 
tration der Basenmolekiile = 100% gesetzt (rechte Ordinate). 

Der Grad der Lipoidléslichkeit laRt sich nun nicht ohne weiteres mit der 
direkten Konzentrationsangabe des in die Vakuole aufgenommenen Farb- 
stoffes vergleichen. Die Aziditatsabhingigkeit der beiden Vorgange zeigt 


Lipoidléslichkeit 
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Abb. 6. Vergleich der Verteilung von Akridinorange zwischen einer wafrigen 
Phase und Benzol mit der Akridinorangeaufnahme in die Vakuole einer Ober- 
epidermiszelle von Allium cepa bei verschiedenen pH-Werten. Linke Ordinate: 
Léslichkeit in Benzol = ——-—. Rechte Ordinate: Akridinorangekonzentration 
Ci in der Vakuole = — — — und Dissoziationskurve fiir Akridinorange nach Za n- 
eo ee (Die letzten beiden Kurven sind entnommen aus Bartels und 

Schwantes 1955, Abb. 9a.) ; 


jedoch, daf die Léslichkeit des Neutralrots in einer lipophilen Phase wesent- 
lich gréRer ist, als dem in wafriger Lésung bei einem bestimmten pH-Wert 
vorliegenden Anteil an undissoziierten Molekiilen entspricht, da sich bei ge- 
niigender Pufferung der Farbstofflésung sofort wieder das Dissoziations- 
gleichgewicht einstellt und neue Basenmolekiile in dem Mafe entstehen, wie 
sie der waBrigen Phase entzogen werden. 

In der gleichen Weise wurden die Verteilung zwischen einer hydrophilen 
und einer hydrophoben Phase fiir das Akridinorange und das Thionin be- 
stimmt (Abb. 6 und 7) und zum Vergleich wiederum die von Bartels (1954) 
bzw. Bartels und Schwantes (1955, Abb. 9) gemessenen Kurven iiber 
die Aufnahme der Farbstoffe in die Vakuole nebst den von den Autoren 
wiedergegebenen Dissoziationskurven fiir Thionin und Akridinorange (Za n- 
ker 1952) eingezeichnet. 

Bartels und Schwantes (1955, 1957) diskutieren auf Grund ihrer 
Messungen iiber die Aufnahme von Akridinorange, Thionin und Neutralrot 
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hauptsachlich die unterschiedlichen Speicherungsverhialtnisse der Farbstoffe 
in der sogenannten ,,leeren“ Vakuole. Nach den Angaben folgen das Thionin- 
und das Neutralrot-Basen-Molekiil in bezug auf die pH-Abhingigkeit der 
Aufnahme und Speicherung streng ihren Dissoziationskurven. Das Spei- 
chermaximum liegt bei beiden Farbstoffen etwa 2 pH-Einheiten cberhalb 
ihrer px-Werte, die fiir Neutralrot zu 7,38 (Bartels 1956b) und fiir Thio- 
nin zu 11,3 bestimmt wurden. Dies Verhalten stimmt mit den von Kinzel 
(1955) theoretisch berechneten Werten iiberein. 


% 
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Lipoidléslichkeit 
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Abb. 7. Vergleich der Verteilung von Thionin zwischen einer wafrigen Phase und 
Benzol mit der Thioninaufnahme in die Vakuole einer Oberepidermiszelle von 
Allium cepa bei verschiedenen pH-Werten, Linke Ordinate: Léslichkeit in 
Benzol =———-. Rechte Ordinate: Thioninkonzentration Ci in der Vakuole und 
Aufenkonzentration an undissoziierten Thionin-Molekiilen = —.—. Die Aufnahme 
des Thionins folgt streng der Dissoziationskurve (die letzte Kurve ist entnommen 

aus Bartels und Schwantes 1955, Abb. 9). 


Beim Akridinorange wird eine maximale Farbstoffaufnahme dagegen 
schon 3 pH-Einheiten unterhalb des von Zanker (1952) gemessenen px- 
Wertes von 10,6, also bei pH 7.5, erreicht. Eine Erklarung fiir das abwei- 
chende Verhalten und eine Theorie des Aufnahmemechanismus wird von 
Bartels (1954) nicht gegeben. 

Wie Bartels und Schwantes (1955) anfiihren, sind nach Unter- 
suchungen von Drawert und Strugger (1938) und Rabinowitsch 
und Epstein (1941) ahnliche Verhaltnisse auch beim Methylenblau an- 
zunehmen. Die Stoffaufnahme ist nicht der Dissoziationskurve proportional, 
sondern setzt bereits 1—2 pH-Einheiten unterhalb des wahrscheinlichen 
Px-Wertes von 13 ein. 

Die in Abb. 5—7 wiedergegebene Verteilung der Farbsioffe zwischen 
einer hydrophoben und einer hydrophilen Phase in Abhangigkeit von der 
Aziditait kann nun nicht ohne weiteres eine Erklarung fiir die unterschied- 
lichen Speicherungsverhiltnisse in der Vakuole geben, lift aber eine Deu- 
tung iiber den méglichen Aufnahmevorgang zu. 

36* 
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In Ubereinstimmung mit Kinzel (1958 b) soll darauf hingewiesen wer- 
den, da die aufgezeigten Kurven auch ohne Schwierigkeiten die Annahme 
einer Farbstoffpermeation durch das Plasma allein auf Grund der Lipoid- 
léslichkeit zulassen, ohne da nichtosmotische oder metaosmotische Prozesse 
gefordert zu werden brauchen. 


Ebenso wie die Aufnahme in die lebende Zelle steht auch die Lipoidlés- 
lichkeit nicht in direktem Zusammenhang mit dem Verlauf der Dissoziations- 
kurven bzw. den px-Werten der untersuchien Farbstoffe. 

Beim Akridinorange ist die gleiche pH-Abhangigkeit der Vakuolenfir- 
bung wie auch der Lipoidléslichkeit festzustellen; beide Kurven steigen 
zwischen pH 6 und 7 steil an. Im Gegensatz zu Strugger (1940, 1949) und 
Kélbel (1947) erklart besonders H 6 f ler (1947, 1948, 1949) die Farbstoff- 
aufnahme ins Plasma und in die Vakuole ausschlieBlich auf Grund der Li- 
poidldéslichkeit. 


Die Verhialtnisse beim Neutralrot zeigen, da auch aus sauren Lésungen, 
in denen der Farbstoff fast véllig, aber nicht restlos dissoziiert vorliegt, eine 
Aufnahme von Basenmolekiilen denkbar ist. Damit ist iiber die Méglich- 
keiten einer Speicherung in der Zelle nichts ausgesagt. Die pH-Abhiangigkeit 
einer Vakuolenfarbung wird in starkem Mafe durch den jeweiligen Spei- 
chermechanismus bedingt. Dies beweist das unterschiedliche Verhalten der 
beiden Zwiebelepidermen. Bei den ,,vollen* Unterepidermiszellen kann 
eine Zellsaftfarbung bereits nachgewiesen werden, wihrend die Zellen der 
oberen Epidermis bei demselben pH-Wert der Aufenlésung nur eine reine 
Membranfarbung erkennen lassen. 


Die Aufnahme des Thionins folgt, wie Bartels und Schwantes 
(1955) angeben, streng der Dissoziationskurve, d. h. dem Anteil an undis- 
soziiert vorliegenden |Thio|-Molekiilen (Iminobase), die wiederum in einem 
Gleichgewicht mit [Thiot OH--|-Molekiilen (nicht ionisiertem Thioninhy- 
droxyd) stehen (Epstein, Karush und Rabinowitch 1941). Abb. 7 
zeigt, daft die Verteilung des Farbstoffes zwischen Benzol und wafrigen Puf- 
ferlésungen ebenfalls dieser Kurve entspricht. Wie aus einem Vergleich mit 
den anderen untersuchten Stoffen hervorgeht, kann dies aber als reine Zu- 
falligkeit bzw. typische Eigenschaft des Thionins angesehen werden. Dafiir 
spricht auch die Gréfe der maximalen Léslichkeit des Farbstoffes in Benzol, 
wie gleich naher erértert werden soll. 


Zu den Ausschiittelungsversuchen mit Thionin ist noch zu sagen, da® nach dem 
Durchschiitteln eine starke Erhéhung der Aziditaét der Pufferlésungen festgestellt 
werden kann. Die Kapazitat des Puffers mu gegeniiber den anderen Farbstoffen 
wesentlich erhéht werden, wenn der pH-Wert nicht absinken soll. Bei den Versuchen 
wurden deshalb die pH-Werte stets vor und nach dem Ausschiitteln kontrolliert. 
Die Abnahme der Hydroxylionen-Konzentration deutet darauf hin, daf nicht die 
Iminobase, wenigstens nicht allein, sondern das undissoziierte Thioninhydroxyd in 
die hydrophobe Phase iibergeht. Diese Erscheinung kénnte auch fiir das abwei- 
chende Speicherungsverhalten des Thionins (Bartels und Schwantes 1955) 
Bedeutung haben (vergleiche auch Kinzel 1954). Auf die Fragen der Speicherung 
soll hier aber nicht naher eingegangen werden. 
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Bartels und Schwantes (1957) weisen darauf hin, daf die Speiche- 
rung der drei Farbstoffe stark von der Art der Substitution beeinflu8t zu 
sein scheint. Uber die Aufnahmegeschwindigkeit in Abhiangigkeit von der 
Anzahl der vorhandenen Aminogruppen berichtet Bazin (1946). Bei den 
hier untersuchten Stoffen ergibt sich eine Reihe mit abnehmender Zahl der 
Methylgruppen vom Akridinorange iiber das Neutralrot zum Thionin. Me- 
thylgruppen erhéhen im allgemeinen die Hydrophobie der Verbindungen. 

Wie sich feststellen lie, nimmt nun auch in der gleichen Weise die ab- 
solute Lipoidléslichkeit dieser Stoffe ab. Genauere Angaben liegen anschei- 
nend hieriiber noch nicht vor. Deshalb wurden hochkonzentrierte Lésungen 
der drei Farbstoffe stark alkalisch gepuffert (n/10 NaOH), mit Benzol aus- 
geschiittelt und die in 25 cm* enthaltene Substanzmenge nach Verdampfen 


Tab. 2. Geldéste Farbstoffmenge in 25 cm* Benzol (20—23°) 





Akridinorange | Neutralrot Thionin 





129,9 mg 8,7 mg | 1,0 mg 
121,2 7,2 0,8 
72,4 10,9 1,1 
116,5 10,0 1,0 
170,0*) 9,3 1,6 
121,1 9,7 1,0 
139,8 10,5 0,8 
1 10,mg 7,2 mg 1,1 mg 





.: 122,6 mg | M.: 9,2 mg |  M.: 1,0mg 
= 1,8-10-2mol/l | = 1,4-10-3m I/l | = 1,8- 10-4 mol/l 


des Lésungsmittels und Trocknung bei 100° gewogen (Tab. 2). Die einzelnen 
Gewichtsangaben sind Mittelwerte von jeweils 4 Parallelbestimmungen eines 
Ausschiittelungsansatzes. 

Die Streuung der Werte ist hauptsachlich auf eine unterschiedliche 
Durchmischung zuriickzufiihren. Zu einer genaueren Bestimmung miissen 
die Ansatze in gréRerem Mafte wiederholt werden. Aber diese orientieren- 
den Proben zeigen bereits deutlich die Unterschiede. So verhalt sich die 
Léslichkeit des Akridinorange, Neutralrots und Thionins etwa wie 100 : 10: 1. 

Die Konzentration in der abgetrennten organischen Phase laft sich durch 
Einengen noch erhéhen, ohne daf es zu Ausscheidungen kommt. Jedoch wur- 
den stets nur frisch ausgeschiittelte Lésungen verwendet, da besonders das 
Thionin bei Benutzung normaler GlasgefaBe schnell Zersetzungserscheinun- 
gen zeigt (Epstein, Karush und Rabinowitch 1944). 

Die GréRe der maximalen Lipoidléslichkeit steht in guiter Ubereinstim- 
mung mit der Verteilung der Farbstoffe zwischen einer hydrophilen und 
hydrophoben Phase in Abhangigkeit von der Aziditat. Interessant ist noch 
ein Vergleich der in der Literatur angegebenen px-Werte mit den pH-Wer- 
ten, bei denen sich ein Verteilungskoeffizient von 1 einstellt. Beim Akridin- 
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orange liegt dieser Wert 4, beim Neutralrot ungefahr 3 pH-Einheiten unter- 
halb des px, beim Thionin etwa eine pH-Einheit. 

Bartels und Schwantes (1955) weisen darauf hin, da in der Auf- 
nahme und Speicherung von Akridinorange und Thionin erhebliche quanti- 
tative Unterschiede bestehen, obwohl die Dissoziationskonstanten dieser bei- 
den Stoffe kaum voneinander abweichen. So wird der Umschlagspunkt von 
einer Membran- zu einer Vakuolenfarbung ruhender Zwiebeln von S t ru g- 
ger (1940) fiir Akridinorange bei pH 6,5, von Drawert (1940) fiir Thio- 
nin bei pH 8,5—95 (Bartels und Schwantes, 1955: pH 10,1) ermittelt. 
Die Befunde iiber die unterschiedliche Affinitat der beiden Farbstoffe zu 
lipophilen Lésungsmitteln kénnen als eine plausible Erklairung dieser Er- 
scheinung angesehen werden. 

Es ist nun natiirlich nicht gesagt, daff die Léslichkeit der ungeladenen 
Farbstoffbasen in Benzol als Modellsubstanz ohne weiteres mit dem Lé- 
sungsvermégen der lipoiden Phasen des Plasmas gleichgesetzt werden kann. 
Vor allem miifften noch andere hydrophobe Medien, native Ole usw., wie sie 
vielfach mit Erfolg zu Modellversuchen benutzt worden sind, in Verbindung 
mit weiteren Farbstoffen fiir diese Zwecke herangezogen werden, ehe man 
eine gesicherte Aussage machen kann. 

Die Untersuchungen zeigen jedoch deutlich, da die Aufnahme der drei 
betrachteten Farbstoffe in die Zelle nur innerhalb solcher cH-Bereiche er- 
folgt, bei denen sich im Ausschiittelungsversuch das Verteilungsgleichgewicht 
in starkem Mafe zur lipoiden Phase neigt. 


B. Versuche mit reduziertem Neutralrot 
a) Darstellung und Eigenschaften 


Bei Untersuchungen iiber die Natur der sekundaren griinen Vakuolen- 
fluoreszenz, die unter der Bestrahlung auftritt, fiihrten Drawert und 
Metzner (1956) vergleichsweise auch Versuche mit reduziertem Neutralrot 
durch. Sie konnten zeigen, dai das Bestrahlungsprodukt nicht mit der redu- 
zierten Form des Farbstoffes identisch ist, da dieses im elektrischen Feld zur 
Kathode wandert. ,,Andererseits scheint aber zwischen beiden fluoreszieren- 
den Komponenten doch eine Beziehung zu bestehen, da in den bestrahlten 
reoxydierten Lésungen die zur Kathode wandernde fluoreszierende Kompo- 
nente etwa in dem Mae verschwindet, wie die zur Anode wandernde ent- 
steht.“ 

Diese Verhaltnisse sollen noch naher analysiert werden. Dies scheint be- 
sonders wichtig im Hinblick auf die Untersuchungen von Kiermayer 
(1955, 1956'), der feststellte, daB das Neutralrot, trotz seinem hohen nega- 
tiven Redoxpotential (rH 4—7,5), in bestimmten Algenzellen unter Luftab- 
schlu8& reduziert werden kann. 


1 Zu der Arbeit von Kiermayer (1956) muf erwahnt werden, daf wohl durch 
ein Versehen die Bezeichnungen ,,voller“ und ,leerer“ Zellsaft verwechselt worden 
sind. Um weitere Irrtiimer zu verhindern, méchte ich hierauf hinweisen, da derselbe 
Fehler auch in einem Referat von F. Weber (Wetzlar) in der Z. f. wiss. Mikr. 64, 
62 (1958) erscheint. 
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Wesentlich bei allen Vitalfarbeversuchen ist, von chemisch absolut reinen Sub- 
stanzen auszugehen. Deshalb benutzte ich fiir meine Untersuchungen abweichend 
von den genannten Autoren und Miliéié (1957), die das mit Rongalit reduzierte 
Neutralrot direkt verwendeten, das reine ,,Fluoreszent X“ nach den Angaben von 
Clark und Perkins (1932). Zur Reindarstellung wird eine konzentrierte Farb- 
lésung mit Natriumdithionit im Uberschuf versetzt und zu der reduzierten Liésung 
Kalilauge gegeben. Das Fluoreszent X fallt in langen gelben Nadeln aus, die nach 
griindlichem Waschen mit destilliertem Wasser getrocknet werden. Das trockene 
gelbliche Pulver ist, wie auch Le wis (1935) beschreibt, jahrelang haltbar. In Wasser 
ist der Farbstoff nur zu einem geringen Teil léslich, die Lésung zeigt aber trotzdem 
eine kraftige Gelbfarbung, die schon im diffusen Tageslicht von einer intensiven 
griingelben €luoreszenz iiberlagert wird. 

In der Elektrophoreseapparatur wandert Fluoreszent X stets zur Kathode, im 
sauren Gebiet wesentlich starker als im alkalischen. Auch bei pH 12 tragt der Farb- 
stoff noch eine Ladung. Nach Angaben von Kiermayer (1956) la®t er sich bei 
keinem pH-Wert mit Benzol ausschiitteln. 

Die Wanderung ist im allgemeinen wesentlich schneller als die des oxydierten 
Farbstoffes, genaue Angaben hieriiber kiénnen nicht gegeben werden, da im sauren 
Pufferbereich unter pH 3 rasch eine Umfarbung zum Neuitralrot stattfindet. 


b) Vitalfarbung mit ,,Fluoreszent X“ 


Kiermayer (1955, 1956) fiihrte hauptsichlich Farbungen an Algen- 
zellen durch, daneben vergleichsweise auch an Zwiebelzellen. Er fand in der 
Anwendung von reduziertem Neutralrot eine gute Methode, um .leere* und 
»volle“ Zellsifte zu unterscheiden, wobei sich auch noch Unterschiede inner- 
halb dieser beiden Gruppen auf Grund metachromatischer Farbténe zeigten. 
Miliéié (1957) fiihrte die Versuche an vollen Zellsdéften von 11 héheren 
Pflanzen weiter fort. Drawert und Metzner (1956) benutzten weit- 
gehend reoxydiertes Neutralrot. Dabei bestand die Gefahr, daf zwei ver- 
schiedene Prozesse sich bei der fluoreszenzmikroskopischen Beobachtung 
iiberlagerten: 1. die Anfarbung mit noch nicht reoxydiertem Fluoreszent X 
und dessen Verhalten wahrend der Strahleneinwirkung, 2. eine normale 
Neutralrotfarbung, die den von Strugger (1940) beschriebenen Fluores- 
zenzumschlag zeigt. So schien es néotig, noch einmal eine genaue Analyse der 
Vitalfarbung mit dem reinen Fluoreszent X an den Zwiebel-Oberepidermis- 
zellen wiederzugeben. Die Firbezeiten betrugen 10 Minuten bis zu einer 
Stunde. Verwendet wurden die iiblichen Phosphatpuffer. 


pH 3,5: Im Hellfeld ist nur eine schwache Gelbfairbung der Membran zu beob- 
achten, die im Blaulicht intensiv gelb fluoresziert. Plasma, Kern -und Vaku- 
ole sind fluoreszenzfrei, soweit es sich durch die starke Membranfluores- 
zenz beurteilen lat. 
Das Bild entspricht dem von pH 3,5. 
Die intensive Membranfluoreszenz ist unvermindert, gelegentlich leuchten 
auch die Vakuolen gelb durch, was besonders fiir Wundrandzellen zutrifft. 
Das Bild ist schwer analysierbar, da die Membran alles iiberstrahlt. Ein 
Teil des Farbstoffes wird ausgewaschen, so daf die Pufferlésung nach 
und nach starker fluoresziert. Nach Plasmolyse mit KNO, erscheint der 
gelbe Farbstoff auch im extraplasmatischen Raum. 
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Im Hellfeld erscheint das ganze Epidermishautchen schwach gelblich. Im 
Blaulicht fluoreszieren Membran und Vakuole gleichermafen rein gelb. 
Das Plasma ist ungefarbt. Wahrend der Beobachtung tritt ein Nachlassen 
besonders der Vakuolenfluoreszenz auf, wahrend die Membranfarbung 
unverandert bleibt bzw. sogar an Intensitét gewinnt. Dies kann aber nicht 
entschieden werden, da es sich méglicherweise um einen rein optischen 
Effekt handelt, indem nur der Kontrast erhéht wird. 

Hier zeigen die Vakuolen eine intensive gelbe Fluoreszenz. Die Membran 
leuchtet nur noch ganz schwach auf. Wahrend der Beobachtung wird die 
Vakuolenfluoreszenz stark vermindert bzw. auch véllig geléscht. Die Zeit 
ist von der Dauer der Anfarbung (15 Sekunden bis 5 Minuten), also vom 
Grad der Farbstoffspeicherung, abhingig. Wird das Epidermishautchen fiir 
15 Sekunden in dem Farbpuffer belassen, ist im allgemeinen nur eine sehr 
schwache Vakuolenfluoreszenz zu beobachten, die Wundrander speichern 
den Farbstoff etwas starker, aber mit der gleichen gelben Fluoreszenz, Bei 
noch kiirzeren Farbezeiten laé&t sich das Fluoreszent X nur in den Wund- 
randzellen nachweisen. Farbunterschiede, wie sie das Neutralrot im Hell- 
feld zwischen dem zentralen Zellbereich des Epidermishéutchens und den 
gereizten Zellen des Schnittrandes zeigt, kénnen hier im Blaulicht nicht 
nachgewiesen werden. Im gewéhnlichen Licht erscheinen die Wundrander 
stirker gelb bis braunlich tingiert. Wahrend aber die Fluoreszenz bei den 
ungereizten Zellen fast augenblicklich geléscht wird, behalten die Wund- 
randzellen ihre Fluoreszenz linger bei, obwohl auch hier nach langerer 
Bestrahlung eine Abschwachung eintritt. 

Nur die Vakuole zeigt eine intensive gelbe Fluoreszenz, deren Léschung 
einmal von der Farbezeit abhiangig ist, dann aber auch in hohem Mafe von 
dem Alter des verwendeten Quecksilberbrenners. So madhte sich nach un- 
gefahr 30- bis 40stiindiger Brenndauer ein starker Intensitatsabfall des 
Erregerlichtes bemerkbar. 

Die Beobachtungen wurden mit der grofen Fluoreszenzeinrichtung von Zeiss 
durchgefiihrt. Zur Kontrolle benutzte ich auch das Licht einer Kohlenbogenlampe 
(siehe unter ,,Methodik*). Damit wurde innerhalb normaler Beobachtungszeiten 
keine Fluoreszenzléschung festgestellt. 


c) Modellversuche. Deutung der Ergebnisse 


Auch im Modellversuch laRt sich die Fluoreszenzléschung beobachien, 
wenn eine wafrige Farblésung fiir 30 bis 60 Minuten der Strahlenwirkung 
ausgesetzt wird. Sie tritt analog zu der Neutralrot-Zersetzung auch hier nur 
bei Sauerstoffgegenwart auf. Wird vorher ein Stickstoffstrom durch die 
Lésung geleitet, findet keinerlei Verainderung statt. Die Erscheinung der 
Fluoreszenzléschung scheint nicht mit einer Reoxydation zum Neutralrot ver- 
bunden zu sein, denn die bestrahlte Lésung besitzt eine hell gelblichbraune 
Eigenfarbe. Ein roter Farbton tritt nicht auf. Allerdings muff beachtet wer- 
den, daf die Konzentration trotz der intensiven Fluoreszenz sehr gering 
ist. 


Ahnliche Farbténe erhalt man, wenn eine desoxygenierte Fluoreszent- 
X-Lésung in einer Stickstoffatmosphiare mit sauerstofffreier Salzsiure ver- 
setzt wird. Das Fluoreszent X behalt eine gelblichbraune Farbe, die Fluores- 
zenz verschwindet sofort, waihrend an Luft augenblicklich ein Umschlag 
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nach Rot erfolgt. Die Farbtiefe ist davon abhangig, wieweit der Sauerstoff 
entfernt werden konnte. 


Nach Drawert und Metzner (1956, S. 375, Abs. 4) entstehen bei der lang- 
samen Reoxydation einer mit Natriumdithionit reduzierten Neutralrot-Lésung eine 
griin und eine weifgriin fluoreszierende Komponente, die sich chromatographisch 
nachweisen lassen. Um deren Ladungsverhaltnisse kennen zu lernen, brachte ich 
ein entwickeltes eindimensionales Papierchromatogramm in die Elektrophorese- 
apparatur. Beide Farbflecke wanderten zur Anode (Abb. 8). 

‘Zu den durch die Bestrahlung entstehenden Zersetzungsprodukten bestehen keine 
Beziehungen. Vom vdéllig reoxydierten Neu- 
tralrot konnten die beiden Komponenten mit 
Zellulosepulver getrennt werden. Eine Rein- 








gewinnung wurde jedoch nicht erzielt, da die 
Lésung sich nicht véllig von dem zugesetzten 
Reduktionsmittel befreien lie®. Sie hat eine 
gelbliche Farbe und zeigt weiflichgriine Flu- 
oreszenz. Vitalfluorochromierungen kénnen 
hiermit durchgefiihrt werden. Wie auch bei 





anderen sauren Farbstoffen ist bei zuneh- 
mender Aziditét der Pufferlésung eine ver- 
stirkte Speicherung im Plasma und Zellkern 
festzustellen. Durch die gleiRend gelbe Fluo- 
reszenz heben sich die feinsten Plasmastringe 
deutlich von der dunklen Vakuole ab. Die 
Farbung ist diffus, bestimmte Granula tre- 
ten nicht hervor. Eine lebhafte Plasmastré- 
mung deutet auf volle Vitalitaét der Zellen. 
Einzelne Wundrandzellen zeigen eine Auf- 
quellung in den Zellzwickeln. Ein Nachlassen 
der Fluoreszenzintensitét wird nicht beob- ° 
achtet. 











Mit Toluol, Benzol, Chloroform, Hexan 
lassen sich die Komponenten bei keinem pH- 
Wert ausschiitteln, ebenso ist auch im stark 


Abb. 8, Eindimensionales Papier- 
chromatogramm einer reoxydier- 
ten Neutralrotlésung. Mit dem 


mittleren Teil wurde anschliefend 
eine Elektrophorese durchgefiihrt. 
Phosphatpuffer pH 6,1; Laufzeit 
7 Std, m=weikgriine Fluo- 
reszenz, g=griine Fluoreszenz. 


sauren Gebiet die Wanderung im elektrischen 
Feld nicht merklich vermindert. 

Um den Zusatz eines schwer entfern- 
baren Reduktionsmittels zu vermeiden, 
wurde auch mit Wasserstoff reduziert. 
Als Katalysator diente Palladium-Lésung 
nach Paal. Auffallend ist, daf sich nach Reoxydation die beiden sauren Kompo- 
nenten nicht nachweisen lieRen, ebensowenig nach Verwendung von Zink und Salz- 
sdure. Es wird deshalb vermutet, da es sich bei den beiden negativ geladenen An- 
teilen nur um ein Reaktionsprodukt des reduzierten Neutralrots mit dem Natrium- 
dithionit handelt. Merkwiirdig ist auch, da& der Anteil der sauren Komponenten 
stets ungefahr gleich war, unabhangig von der Menge des zugesetzten Reduktions- 
mittels. Dies kénnte auf eine Verunreinigung des Neutralrots hinweisen, die sich bis 
jetzt chromatographisch nicht hat nachweisen lassen. 


Die durchgefiihrten Untersuchungen kénnen eine Erklarung fiir die von Dra- 
wert und Metzner (1956) mitgeteilten Befunde geben (S. 377, Abb. 5). In der 
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von den Autoren verwendeten reoxydierten Neutralrotlésung lag noch ein Teil des 
Farbstoffes in der reduzierten Form vor, der im elektrischen Feld zur Kathode wan- 
derte. Durch die Bestrahlung der Lésung tritt mit der Fluoreszenzléschung eine 
Veranderung des Farbstoffes ein, iiber die hier nichts ausgesagt werden kann. 
Gleichzeitig wird der als Base vorliegende Anteil des Neutralrots im kurzwelligen 
Licht photooxydativ zu griin fluoreszierenden sauren Zwischenprodukten abgebaut. 
Es handelt sich also um die Uberlagerung von zwei vollkommen getrennten Vor- 
gangen. 

Der Aufnahmemechanismus fiir Fluoreszent X, der zu einer Speicherung 
des Farbstoffes in der Vakuole fiihrt, war bisher unbekannt. Die Tatsache 
der starken elektrophoretischen Wanderung auch im alkalischen Bereich, 
ebenso die Angabe von Kiermayer (1955), da reduziertes Neutralrot 
sich bei keinem pH-Wert in Benzol ausschiitteln laBt, kénnte fiir eine Ionen- 
intrabilitat sprechen. Dem steht aber in gewisser Weise entgegen, daft das 
Plasma stets fluoreszenzfrei bleibt. Selbst geringe Farbstoffmengen miiften 
bei der intensiven Fluoreszenz nachweisbar sein. So ist eine Fluoreszenz 
immer nur in der Vakuole nachzuweisen, wenn eine alkalische Farblésung 
erst wihrend der Beobachtung zugegeben wird. Dasselbe ist der Fall, wenn 
man von plasmolysierten Zellen ausgeht und den Farbstoff in Zuckerlésung 
darbietet. 

Ich wiederholie die Ausschiittelungsversuche mit Benzol und priifte noch 
andere lipophile organische Medien auf ihr Lésungsvermégen sowohl fiir 
reduziertes Neutralrot als auch fiir das reine Fluoreszent X, da der Zusatz 
eines Reduktionsmittels fiir die Farbstoffverteilung von Bedeutung sein 
kann. Wird eine Neutralrotlésung 1 : 10.000 reduziert, so nimmt sie eine 
olivgriine Farbe an. Nach Ausschiittelung mit Benzol bei pH 8,3 bleibt dieses 
farblos, auch die waRrige Phase zeigt keine Farbaufhellung, die auf einen 
Farbstoffiibertritt schlieBen laRt. Im UV-Licht zeigt das Benzol nur eine 
etwas verstarkte blauliche Fluoreszenz (vgl. dazu auch S. 551 f.). Mit Wasser 
laRt sich wegen der geringen Léslichkeit nur eine hellgelbe Farblésung her- 
stellen, die bei Pufferung auf pH 8 bis 9 noch etwas ausblaft. Auch die 
Fluoreszenz wird verringert. Nach Clark und Perkins (1932) bildet sich 
dabei die farblose Leukobase. Nach Ausschiittelung mit Benzol ist die waB- 
rige Phase noch starker aufgehellt, das Benzol farblos; héchstens ein ganz 
schwacher gelblicher Schimmer ist zu sehen, der aber auch auf geringe Was- 
serspuren zuriickgefiihrt werden kénnte. Um ‘diese zu entfernen, wird die 
organische Phase durch ein dickes Papierfilier geschickt, das sich dabei gelb 
anfarbt. Die Fluoreszenz bleibt schwach hellblau. Wird das Benzol nun 
wieder mit destilliertem Wasser durchgeschiittelt, so zeigt diese eine gelbe 
Farbe und unter der Quarzlampe die bekannte intensive griingelbe Fluo- 
reszenz. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB dasstark fluoreszieren- 
de reduzierte Neutralrot in schwach alkalischen Lé6- 
sungenineine Leukoverbindung iiberfitihrt wird. Die Tat- 
sache, daf der Kérper farblos ist und auch keine Fluoreszenz aufweist, ist 
der Grund dafiir, daf die Lipoidléslichkeit dieses Stoffes bis jetzt iibersehen 
worden ist. Damit ist auch der Mechanismus der Farbstoffaufnahme in die 
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Zelle geklart, und die Speicherung in den lecren Zellsaften der Allium-OE 
kann nach dem Prinzip der lIonenfalle (Hi fler 1947) gedeutet werden 
entsprechend dem cH-Gefille zwischen Aufenlésung und Vakuole (D ra- 
wert 1948, 1956). Fiir die vollen Unterepidermen werden die gleichen Spei- 
chermechanismen gelten wie auch fiir das Neutralrot und andere basische 


Farbstoffe. 


II. Untersuchungen mit Pyroninfarbstoffen 


Der Einflu® von Licht und kurzwelligen UV-Strahlen auf gefarbte Kér- 
per ist schon vielfach Gegenstand von Untersuchungen gewesen, wobei die 
Frage nach der Lichtechtheit von Farbstoffen fiir die Technik von Bedeutung 
war. Meist handelt es sich dabei wohl um photooxydative Zerstérungen bei 
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und eventuell auch Wasserdampf. 
Es kénnen aber ebenso Reduktionen oder andere Reaktionen ein Ausblei- 
chen bewirken. Ein Farbstoff, der in dieser Beziehung noch naher untersucht 
werden muf, ist das Pyronin. 

Nachdem der Farbstoff friiher vielfach zur Tingierung fixierter biologi- 
scher Objekte verwendet worden war, fiihrte Drawert (1940) eine all- 
gemeine Analyse der Farbstoffeigenschaften fiir Vitalfarbungen an Pflanzen- 
zellen durch. Strugger (1941) beschreibt das Pyronin zum erstenmal als 
»zweifarbigen Fluoreszenzindikator“ und betont seine Verwendungsmég- 
lichkeit fiir chemische Titrationen wegen des engen Umschlagbereiches. 

Im sauren und schwach alkalischen pH-Bereich liegt das rote, gelb fluo- 
reszierende Kation vor, wahrend sich im stark basischen Milieu iiber pH 10,5 
die Farbbase ausbildet. Eine Veilfluoreszenz im Ubergangsbereich wird dem 
undissoziierten Farbsalz zugeschrieben. Die Base besitzt ausgepriagte lipo- 
phile Eigenschaften, so da sie sich fast quantitativ in organischen Lésungs- 
mitteln anreichern lat. Die Pyroninbase soll eine intensive ultramarinblaue 
Fluoreszenz zeigen. Ebenso gelingt es bei Vitalfarbungsversuchen an Allium- 
Oberepidermen, eine kraftige blaue Plasmafluoreszenz zu erzielen, womit 
lipophile Phasen des Protoplasten nachgewiesen werden kénnen (siehe auch 
Strugger 1949). Perner (1952) bestiatigt diese Angaben. Eine Vakuolen- 
farbung tritt im allgemeinen nicht ein. 


Boerner (1950) verwendet Pyronin zu Fluorochromierungsstudien an der 
Saugerhaut. Ein altes Farbstoffpraparat von Griibler wird dazu benutzt, das in 
Lésung starker dissoziiert vorliegen soll, da der Umschlagspunkt gegeniiber den 
Angaben von Strugger weiter zur alkalischen Seite hin verschoben ist. Bevor der 
Farbstoff in die blaufluoreszierende Phase iibergeht, ist ein deutlicher Intensitats- 
abfall der gelben Fluoreszenz zu bemerken. Ebenso wie beim Akridinorange wer- 
den auch beim Pyronin schwachere Konzentrationseffekte beschrieben (Boerne r- 
Patzelt 1950). 

In einer weiteren Arbeit von Boerner (1952) werden reine und gemischte Fett- 
substanzen auf ihre Fluoreszenz gepriift. Beim Lezithin, das sowohl hydrophile 
als auch hydrophobe Gruppen enthalt, sind je nach dem pH-Wert des Farbpuffers 
nach Pyroninbehandlung gelbe oder blauliche Fluoreszenzfarben zu beobachien. 


Sowohl an lebenden als auch an toten Zellen (Fixation mit HCl oder 
kurzfristige Behandlung mit Alkohol) und an einem angefarbten Gelatine- 
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Benzol-Modell findet Strugger eine starke Strahlenempfindlichkeit der 
blau fluoreszierenden Pyroninbase. Es ,,bewirkt eine UV-Bestrahlung so- 
wohl am Modell als auch in der Zelle eine Anderung der in der lipophilen 
Phase gelésten Farbbase zum undissoziierten Farbsalz, welche dann in der 
Farbe der Kationen in beiden Fallen im Eiweiffsystem gespeichert wird“. 

Am Gelatine-Benzol-Modell konnite Strugger zeigen, daf sich nach 
einer bestimmten Erholungszeit im Dunkeln die urspriingliche Farbstoff- 
verteilung einstellte. Die Benzoltrépfchen fluoreszierten wieder blau. Die 
Umwandlung der Farbbase zum Farbsalz oder -kation durch die UV-Strah- 
len miiRte demnach ein reversibler Vorgang sein, der von der lebenden Zelle 
vollig unabhingig ist. Es liegt auch hier, ebenso wie beim Neutralrot, eine 
direkte Einwirkung der energiereichen Strahlung auf den Farbstoff vor. Die 
Verhialtnisse sollen im folgenden naher untersucht werden. 


A. AnalysedesPyronins 


a) Vergleichende Untersuchungen iiber verschiedene Pyronin-Praparate 

Drawert (1956) weist nachdriicklich darauf hin, wie wichtig es ist, bei 
der Verwendung von Farbstoffen fiir physiologische Versuche die Herkunft 
genau anzugeben. Am Beispiel des Pyronins wird durch chromatographische 
Analyse gezeigt, da bei den verschiedenen Fabrikaten sowohl abweichende 
Stoffe vorliegen miissen als auch unterschiedliche Verunreinigungen oder 
Nebenkomponenten vorhanden sind. Hierauf haben auch Sibatani und 
Fukuda (1951) hingewiesen und gleichzeitig ein Reinigungsverfahren fiir 
Pyronine angegeben (Sibatani 1952). Diese Verunreinigungen kénnen 
zur Erzielung bestimmter Vitalfarbungseffekte entscheidend beitragen. An- 
dererseits kénnen auch Praparate mit verschiedenen Handelsbezeichnungen 
weitgehend identisch sein (Drawert und Gutz 1953; Drawert 1955; 
Drawert und Metzner 1955; Mix 1958). 

Es ist mir leider nicht gelungen, ein Praparat von Hollborn & Séhne 
(Leipzig) zu bekommen, das Drawert (1940) und Strugger (1941) 
fiir ihre Untersuchungen benutzten. Per ner (1952) gibt keine Bezeichnung 
an. Deshalb schien es wesentlich, zuerst das Verhalten von Farbstoffen ver- 
schiedener Herkunft (s. S.520) zu untersuchen und mit den Angaben der 
Autoren zu vergleichen. 


Die Pyronine gehéren zur Klasse der Xanthenfarbstoffe. Nach der Art der Sub- 
stituenten der beiden symmetrischen Aminogruppen unterscheidet man ein Tetra- 
methylderivat = PyroninG (Syn. P. Y) und eine Tetraaethylverbindung = Pyronin 
B. Akridinrot gehért ebenfalls zu den Xanthenen und stellt ein niederes Homolog 
dar; es ist das symmetrische Dimethylaminoderivat und entsteht aus PyroninG 
durch oxydative Abspaltung zweier Methylgruppen. 

Die von Strugger (1944) angefiihrte Formel entspricht dem PyroninG. Die 
Farbstoffe von Griibler-Chroma? bilden mit Alkalien einen hellroten Niederschlag, 


1 Nach freundlicher Auskunft der Fa. Chroma, Stuttgart-Untertiirkheim, be- 
stehen zwischen beiden Praparaten nur Unterschiede hinsichtlich des Reinheits- 
grades; es handelt sich um die Tetramethylverbindung, das Farbsalz liegt als 
Chlorid vor. 
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Tab. 3. Vergleich einiger Pyroninreaktionen mit Literaturangaben 
Die Angaben iiber PyroninG und PyroninB sind zusammengestellt aus den Farb- 
stofftabellen von Schultz, 7. Aufl. 1931, Beitrigen im Beilstein, 4. Aufl. 
Bd. 18 (1931), und den Untersuchungen von Biehringer (1896). 
PyroninG 


in Alkohol: rot, gelbe Fluoreszenz 
in H,O: rot, gelbe Fluoreszenz 
+ NaOH: blaBroter Niederschlag 
léslich in: Alkohol, Aceton, Chloroform: rot, gelbe Fluoreszenz; Benzol, 
Schwefelkohlenstoff, Ather: gelb, ohne Fluoreszenz; Ligroin: 
rot, wird beim Erwarmen hellgelb 
+ HCl: hellorange Lésung 
+rauch. HCl: braun, ohne Fluoreszenz 
+ H,SO,: rotgelbe Lésung 
PyroninB 
in Alkohol: rot, rétlichgelbe Fluoreszenz 
in H,O: rot, rétlichgelbe Fluoreszenz. Blaustichiger als PyroninG 
+ NaOH: blaBroter Niederschlag 
+ HCl: helloranger Niederschlag 
+ H,SO,: rotgelbe Lésung 


Pyronin (Merck) 


in Alkohol: rot, rétlichgelbe Fluoreszenz 
in H,O: blaulichrot, rétlichgelbe Fluoreszenz 
+ NaOH: schwache Aufhellung, kein Niederschlag; nach Ausschiittelung 
mit neutralen lipophilen Liésungsmitteln bleiben diese farblos, 
Fluoreszenz schwach blaulich 
+ HCl: heller rot, kein Niederschlag 
+ rauch. HCl: hellrot, Fluoreszenz verringert 
+ H,SO,: rotgelbe Lésung 
Pyronin extra (Griibler-Chroma) 


in Alkohol: gelbrot, intensive gelbgriine Fluoreszenz 
in H,O: rein rote Liésung, starke gelbe (griinliche) Fluoreszenz 
+ NaOH: Entfairbung und roter Niederschlag 
léslich in: Alkohol, Aceton, Chloroform: rot, gelbe Fluoreszenz; Benzol, 
Toluol: gelb, Fluoreszenz sehr schwach; Ligroin: gelb, beim Er- 
warmen keine Anderung 
+ HCl: orange Lésung, roter Niederschlag 
+rauch. HCl: orangegelb, griinliche Fluoreszenz 
+ H,SO,: orangegelb, griinliche Fluoreszenz 


PyroninB echt stand. (Bayer) 


in Alkohol: dunkelrot, blaustichiger als P. (Griibler), violettrote Fluoreszenz 
in H,O: bliulichrot, rotgelbe Fluoreszenz 
+ NaOH: dunkelroter Niederschlag, Entfairbung der Liésung 
léslich in: Alkohol, Aceton, Chloroform: violetistichiges Rot (Fluoreszenz: 
intensiv hellblau); Benzol, Toluol: nur zum Teil léslich mit blau- 
lichroter Farbe (Fluoreszenz: intensiv dunkelblau) 
+ HCl: heller rot, Fluoreszenz dunkler 
+rauch. HCl: orangegelb, keine Fluoreszenz 
+ H,SO,: dunkelgelb, keine Fluoreszenz 
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der sich mit gelbrotem Farbton in neutralen lipophilen Lésungsmitteln lést (Ta- 
belle 3). Dieses Praéparat benutzte Héfler (1949) zur fluoreszenzmikroskopischen 
Unterscheidung von ,leeren* und ,,vollen“ Zellséften. Er fand abweichende Ergeb- 
nisse von dem anfangs Erwahnien, so vor allem eine gelb- bis ockerbraune Vakuo- 
lenfluoreszenz. Struggers Annahme einer Ionenintrabilitét ins ungeschadigte 
Plasma lehnt Héfler ab (vgl. auch Héfler 1953). In der ausgeprigten Lipoid- 
léslichkeit der Farbbase (P. Griibler) diirfte eine Erklarung fiir die von Hoéfler 
beschriebenen Vakuolenfairbungen zu sehen sein. Es soll hier noch hervorgehoben 
werden, daf der .alte*, von Boerner (1950, 1952) benutzte Pyroninfarbstoff 
von Griibler nicht mit dem in dieser Arbeit angefiihrten und wohl auch von 
Héfler verwendeten Praéparat von Griibler identisch sein kann, da sich mit 
diesem nie eine blaue Fluorochromierung von Lipoiden erzielen lie®. Auf weitere 
vergleichende Vitalfarbungen mit den verschiedenen Handelsprodukten soll hier 
nicht mehr naher eingegangen werden. 

Aus dem Praparat von Schuchardt-Gorlitz lat sich nach alkalischer Pufferung 
mit Benzol eine gelbe, gelbgriin fluoreszierende Verbindung ausschiitteln, die im 
Chromatogramm einen sehr geringen R,-Wert aufweist. Auch die Hauptkomponente 
verhalt sich anders als die von Drawert (1956) erwahnien Farbstoffe. 

Das Pyronin B echt stand. von Bayer gibt nach Alkalizusatz sofort einen dun- 
kelvioletten Niederschlag, der sich z. T, in hydrophoben Medien mit rotvioletter 
Farbe lést. Nach Filtration ist die Lésung schwach violett und fluoresziert zunachst 
noch gelblich, spater etwas blaulich. 

Nach Drawert (1940) ist das Pyronin (Hollborn & Séhne) im pH-Bereich 
von 2 bis 11,5 in Toluol unléslich. Strug ger (1941), der auch im ultravioletten 
Licht untersuchte, entdeckte die starke ultramarinblaue Fluoreszenz in organischen 
Lésungsmitteln. 

Die bisher erwahnten Farbstoffe kamen also auf Grund des abweichenden Ver- 
haltens fiir meine Untersuchungen zuerst nicht in Frage. Verwendet wurde des- 
wegen das Priparat von Merck. Pyronin stand. (Bayer) ist. wohl mit diesem 
iibereinstimmend. Es schien mir aber wesentlich, die Versuche mit einem heute im 
Handel befindlichen Farbstoff zu wiederholen, da die Fa. Bayer die Produktion 
dieses Fabrikates eingestellt hat. 

Bei dem Artikel Nr. 7517 von Merck soll es sich nach freundlicher Auskunft 
der Firma ebenfalls um das in den Schultzschen Farbstofftabellen (7. Aufl.) 
unter der Nr. 853 aufgefiihrte .Pyronin G*, also das Tetramethyldiaminoxanthy- 
liumchlorid, handeln. Als Summenformel wird C,,H,,N,OCI angegeben. Die Eigen- 
schaften stimmen aber bei einfachen Reaktionen nicht mit den Literaturangaben 
fiir diesen Farbstoff iiberein, wie aus Tabelle 3 zu entnehmen ist. 

Biehringer (1896) hat die Pyronine einer genaueren Analyse unterzogen. 
Er erwahnt, da die damaligen kommerziellen Produkte wegen starker Verun- 
reinigungen fiir exakte Untersuchungen nicht verwendbar seien, und stellte sich 
die Substanzen selbst her. 


Aus Tab. 3 geht hervor, wie vorsichtig man bei der Verwendung und 
Beurteilung von Farbstoffen fiir physiologische Versuche sein mu8. Die rein 
visuellen Angaben iiber die Farbnuancen werden immer abweichend sein, 
wenn keine genau definierten Konzentrationen vorliegen. Besonders auf- 
fallend ist jedoch das unterschiedliche Verhalten nach Zusatz von Kalilauge. 
Wahrend Biehringer (1896) eine in Benzol, Toluol usw. mit gelber 
Farbe lésliche Base angibt (vgl. Pyronin-Griibler), kann diese bei dem 
von mir verwendeten Praparat nicht nachgewiesen werden. Die farblose 
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Phase fluoresziert jedoch ganz schwach bliulich. Dies stimmt mit den von 
Drawert (1940) und Strugger (1941) fiir Pyronin (Hollborn) ge- 
machten Angaben iiberein. Strugger gibt jedoch an, da nach dem 
Uberschreiten des Umschlagbereiches ein Teil der schwerer léslichen Farb- 
base ausflockt, ahnlich wie es beim Neuiralrot der Fall ist. (Leider wird 
die Farbe des Niederschlages nicht angegeben.) Dies trifft hier nicht zu. 
Ein Ausflocken der Farbbase konnte ich bei dem von mir benutzten Pra- 
parat nicht beobachten. Erst nach lingerem Stehen zeigt sich eine ganz 


geringe schleierartige Triibung, die noch naher analysiert werden wird 
(S. 556). 


b) Analyse des Pyronins (Merck) 


Wird eine frisch mit tertiirem Phosphat gepufferte Farblésung zu Vital- 
firbungen benutzt, so ist im Fluoreszenzmikroskop (UV als Erregerlicht) 
keine blaue Plasmafluoreszenz zu beobachten. Die Lésung selbst zeigt eine 


Tab. 4. Fluoreszenzfarben wafriger Pyroninlésungen nach Pufferung in Abhangig- 
keit von der Zeit 





nach 1 Stunde reingelbe Fluoreszenz, keine Anderung 
nach 2 Stunden reingelb, aber etwas blasser 
nach 3 Stunden | Grundfarbe gelb mit grauen Farbténen 
nach 4 bis 7 Stunden | die gelbe Grundfarbe weicht langsam einem grauveilen Farbton 
nach 8 bis 10 Stunden | Fluoreszenz grauveil. Keine weitere Veranderung 
| Ein ultramarinblauer Farbton wird nicht beobachtet 


geringe Farbaufhellung, es liegt jedoch noch die gelbe Kationenfluoreszenz 
vor. Nach Strugger findet eine relativ schnelle Umfarbung oberhalb 
von pH 10,3 stati, innerhalb von 20 Minuten wird eine Konstanz der Fluo- 
reszenzfarbe erreicht. Bei meinem Praparat ist innerhalb einer hatben 
Stunde keine Farbanderung zu bemerken. Auch nach Ausschiittelung mit 
Toluol zeigt dieses nur ganz geringe hellblaue Fluoreszenz, wie sie auch bei 
reinem Toluol vorkommen kann, besonders wenn als Blindprobe mit Was- 
ser ausgeschiittelt wird. Der Farbumschlag tritt aber ein, sobald man die 
Lésung wenige Minuten bis zum Kochen erhitzt. Unter der Analysenlampe 
erscheint ein graues Veil. Die gleiche Farbe weist eine altere Probe vom 
Vortage auf. 

Bei dem Merckschen Priaparat erfolgt die Bildung der blaufluoreszieren- 
den Form also wesentlich langsamer. Um die hierfiir notwendige Zeit fest- 
zustellen, versetzte ich Pyroninlésungen in einstiindigem Abstand mit der 
gleichen Puffermenge und verglich die Farben unter der Quarzlampe 
(Tab. 4). 

Eine gekochte und eine abgestandene Lésung verhalten sich gleich. Wird 
mit Toluol ausgeschiittelt, so zeigt dies die schéne ultramarinblaue Fluores- 
zenz. Vitalfarbungen ergeben die von Strugger beschriebenen Bilder. 

Papierchromatographisch wurden im Pyronin zwei Verbindungen nach- 
gewiesen (Drawert 1956). Es war wichtig, festzustellen, welcher der bei- 
den Bestandteile fiir die blaue Toluolfluoreszenz verantwortlich ist. Durch 
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Eluieren der einzelnen Farbflecke im Chromatogramm kann die, Haupt- 
(HK) und die Nebenkomponente (NK) des Pyronins rein erhalten werden. 
Die letzte laBt sich auch schneller in gréReren Mengen gewinnen, wenn der 
Farbstoff in einer Zellulosesdule mit absolutem Alkohol behandelt wird. Die 
HK bleibt starker adsorbiert, wahrend die NK herausgelést wird. Die Farb- 
unterschiede der beiden Lésungen gibt Tab. 5 an. Die Konzentrationen 
sind unbekannt. 


Tab. 5. Farbténe der durch Chromatographie getrennten Komponenten des Pyronins 


(Merck) 





Tageslicht Fluoreszenz 
| | 
Hauptkomponente | himbeerrot | orange 
Nebenkomponente | hell blaurot | rotorange 





In der Elektrophoreseapparatur wandert die HK zur Kathode, mit ab- 
nehmender Aziditaét nur wenig schwacher. Wie bei den meisten basischen 
Farbstoffen sind, z. T. bedingt durch die Adsorption an die negativ geladenen 
Gruppen der Zellulose, die zuriickgelegten Strecken gering. Jedoch ist bei 
pH 11,3 innerhalb von 18 Stunden noch eine deutliche Verschiebung zur 


Tab. 6. Ausschiittelungsversuche mit Toluol von verschieden vorbehandelten Pyro- 
ninlésungen 





Art der Behandlung Fluoreszenz des Toluols 





1. unbehandelt schwach hellblau 

3. gekocht | | schwach hellblau 

3. +n/10 KOH | | | wie 2, etwas verstarkt 

4. + n/10 KOH | gekocht | | intensiv ultramarinblau 
5. +n/10 KOH | Gekocks | |+n HCI | gekocht | wie 4, etwas milchiger 

6 | +n HCl | gelblich, Eigenfarbe rétl. 
7 | +n HCl | gekocht wie 6 


Kathode sichtbar. Die Front des Farbfleckes fluoresziert gelb, woran sich eine 
lila Ubergangszone anschlieft. Der Startfleck leuchtet blau auf. Auch hierin 
macht sich die langsame Umlagerung zur Base bemerkbar. 

Die Nebenkomponente zeigt ein annahernd gleiches Verhalten. Bei Aus- 
schiittelung mit Benzol geht die NK im‘neutralen und alkalischen Bereich 
unter Farbverlust in die organische Phase iiber. 

Eine Fluoreszenz ist nicht sichtbar. Wird dagegen mit HCI starker an- 
gesauert, ist die NK —-vielleicht mit geringen Wasserspuren —- im Benzol 
léslich. Beide Phasen fluoreszieren gelblich. 

Die Hauptkomponente zeigt nach Pufferzusatz und Aufkochen den be- 
schriebenen Farbumschlag, sie ist somit fiir die ultramarinblaue Lipoid- 
fluoreszenz verantwortlich. 

Auffallig ist, daB sich die Blaufluoreszenz des Benzols oder Toluols durch 


Ausschiittelung mit verdiinnter Salzsdure nicht wieder entfernen lat, wie 
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wir es von den iiblichen Farbbasen her kennen. Die wafrige Lésung bleibt 
vollig farblos. Es wird vermutet, daff der blauen Pyroninfluoreszenz nicht 
eine normale Basenbildung zugrunde liegt, sondern bei der Alkalisierung 
eine irreversible chemische Umlagerung erfolgt. 

Weitere Versuche stiitzen diese Ansicht. Gleiche Mengen Farblésung 
werden wie folgt behandelt und nach dem Ausschiitteln mit Toluol die 
Fluoreszenzintensitaten verglichen. Die Volumen werden durch Zugabe von 
Wasser konstant gehalten (Tab. 6). 

Ein Aufkochen der reinen Farblésung bewirkt keinerlei Verainderungen. 
Wie ich schon bei der Ausschiittelung der Nebenkomponente im stark sauren 
Milieu beschrieben habe, ist diese in Spuren mit gelblicher Fluoreszenz in 
Benzol léslich. Dieser Fall liegt bei 5, 6 und 7 vor. 

Auch die milchige Farbe bei Versuch 4 kann darauf beruhen. Wird das 
Toluol wiederholt mit schwach angesaiuertem Wasser ausgeschiittelt, so 
verschwindet die weiflich-gelbe Uberlagerung, und die ultramarinblaue 
Fluoreszenz unterscheidet sich nicht von Punkt 4. 

Bei der Behandlung einer Pyroninlésung mit Alkalien finden irgend- 
welche Veranderungen des Farbstoffmolekiils statt, die sich auch nach star- 
ker Ansduerung als nicht reversibel erweisen. 


Hiermit stehen gewisse Beobachtungen Struggers (1944, S. 124f.) in Zu- 
sammenhang, die ich als solche bestiitigen kann, ohne mich den Schlu&folgerungen 
anzuschlieRen. Der Autor geht der Frage nach, ob sich innerhalb kurzer Fiarbe- 
zeiten ein Einflu@® des Aufenpuffers auf die Azidititslage der Plasmaeiweife 
bemerkbar macht. Er farbt Zwiebel-Oberepidermen in schwach sauren Lésungen 


und iibertragt diese dann in einen farblosen Puffer von pH 11,25. Innerhalb von 
20 Minuten bleibt die gelbe Kationenfluoreszenz voéllig erhalten. Das Plasma nimmt 
erst nach einer Stunde eine blaugraue Farbung an, in Verbindung mit nekrotischen 
Veranderungen, die durch den hohen pH-Wert bedingt sind. Bei dem von mir unter- 
suchten Farbstoff brauchen diese Erscheinungen nicht mit einem Nichteindringen 
des Puffers in die Plasmaphasen in Zusammenhang zu stehen, da der Farbumschlag 
in vitro auch erst nach mehreren Stunden erfolgt. Ferner berichtet Strug ger von 
Versuchen in umgekehrter Reihenfolge. Zellen mit blau fluoreszierenden Protopla- 
sten werden in saure Puffer iiberfiihrt, ohne daf eine Kationenfluoreszenz bemerk- 
bar wird. Meine Versuche kénnen hierfiir eine Erklarung bieten. Auch in Modell- 
versuchen erfolgt keine sekundiare Farbstoffverschiebung. Somit kénnen auf Grund 
der Pyronin-Vitalfarbungen keine Aussagen iiber das Eindringen oder Nichtein- 
dringen von Pufferlésungen in die Eiwei®komponenten des Plasmas gemacht werden. 


B. Untersuchungen iiber die UV-Strahleneinwirkung 
bei Pyroninfarbungen 


Die Beobachitungen Struggers (1941) iiber die Umwandlung der 
blaufluoreszierenden Pyroninphase zum Kation im UV-Licht sind schon 
anfangs erwahnt worden. Die Versuche am Gelatine-Benzol-Modell wurden 
mit gepufferten und gekochten Pyroninlésungen wiederholt und kénnen 
bestitigt werden. Nach einigen Sekunden verléscht die ultramarinblaue Fluo- 
reszenz der Benzoltrépfchen, und in der Gelatine breitet sich ein deutlich 
fluoreszierender Hof aus. Strugger gibt die Farbe mit einem hellen 
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Griingelb an. Ahnliche Farbténe beschreibt er auch an fixierten Zellen. 
Bei meinen Versuchen tritt eine hellblaue Fluoreszenz auf. Stérend wirkt 
sich hier die gelbe Eigenfluoreszenz der Gelatine aus, auerdem liegt noch 
eine schwache Kationenfairbung vor, die eine genaue Farbbestimmung un- 
méglich macht. Die Durchmischung von Gelatine mit bereits blau fluores- 
zierendem Benzol oder Paraffinum liqu., welches nicht so leicht fliichtig 
ist, bringt keine eindeutigen Ergebnisse. Die Versuchsanordnung wird des- 
wegen dahingehend modifiziert, da auf einen hohlgeschliffenen Objekt- 
trager ein vorbehandelter Benzoltropfen mit Wasser zusammengebracht 
wird. Nach Auflegen eines Deckglaschens ist der fluoreszierende Benzol- 
tropfen von farblosem Wasser umgeben. Bringt man das Praparat unter das 
Mikroskop, so zeigt sich an der von den Strahlen getroffenen Stelle gleich- 
zeitig mit dem Fluoreszenzverlust der organischen Phase die Ausbreitung 
eines hellblau aufleuchtenden Stoffes im Wasser. Dieser Vorgang ist irre- 
versibel. Der ,,.Erholungsgang“ am Gelatine-Modell mu demnach so ver- 
standen werden, daf in der Gelatine noch vorhandene unveranderte Basen- 
molekiile nach einiger Zeit in das lipophile Medium eindiffundieren und 
sich dort anreichern. Nach Strugger ist die Erholungszeit von der 
Dauer der Einstrahlung abhangig. Nun wird aber nicht nur der Benzol- 
tropfen vom UV-Licht getroffen, sondern das gesamte Blickfeld, so daf auch 
in der Gelatine vorliegende Basenmolekiile zerstért werden. Ein langerer 
Diffusionsweg ist die Folge. 

Die Einwirkung kurzwelliger Strahlen auf den blau fluoreszierenden 
Pyroninkorper fiihrt nicht zu einer Umwandlung zum Farbsalz oder Kation, 
sondern zu einer irreversiblen chemischen Veranderung. 

Wenn man voraussetzt, daf das Priparat von Hollborn die gleiche Ver- 
unreinigung wie der Mercksche Farbstoff enthalt, kann eine Erklarung fiir 
die bei Strugger erwahnten gelben und gelbgriinen Farbténe gegeben 
werden. Vitalfarbungen mit der isolierten Nebenkomponente fiihren zu 
gelblich-braunen Plasma- und Kernfluoreszenzen. Diese werden bei Far- 
bung mit dem ungereinigten Pyronin zunachst durch die intensive Blau- 
fluoreszenz iiberdeckt; erst wenn diese durch die Strahlenwirkung ab- 
geschwicht ist, erscheinen griinliche oder gelbe Farbténe. 


Wie beim Neutralrot nahm ich auch hier Bestrahlungen im gréferen Umfang 
vor. Eine gekochte alkalische Farblésung wurde mit Toluol ausgeschiittelt, dieses 
dann abgetrennt und in der Hitze eingeengt. Dabei verschwand die ultramarin- 
blaue Fluoreszenz, die beim Abkiihlen jedoch wieder in der alten Starke erschien. 
Wie wir gesehen haben, ist nach dieser Behandlung auch die Nebenkomponente 
im Toluol enthalten. Diese laBt sich mit schwach angesiuertem Wasser nur zum 
Teil ausschiitteln. Wie papierchromatographisch festgestellt wurde, kann sie aber 
quantitativ entfernt werden, wenn man das Toluol mit wasserfreiem Kupfersulfat 
behandelt. Dabei findet wahrscheinlich eine Adsorption zusammen mit geringen 
Wasserspuren statt. Das Kupfersulfat farbt sich violett. Nach Filtration ist die 
Liésung vdllig farblos. 


Das so gereinigte Toluol wurde dem Quecksilberdampflicht ausgesetzt. 
Schon nach:3 bis 5 Minuten schlug die ultramarinblaue Fluoreszenz in eine 
weiBlich-hellblaue um, wahrend sich eine gelbliche bis hellbraune Eigenfarbe 
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zeigte. Durch Ausschiitteln mit dest. Wasser konnte die gelbe, hellblau 
fluoreszierende Bestrahlungskomponente rein erhalten werden. Das chro- 
matographische Bild ist in Abb. 9 wiedergegeben. 


Das Photoderivat weist rein hydrophile Eigenschaften auf. Durch Ande- 
rung des pH-Wertes der Lésung gelang es nicht, die Verbindung wieder in 
ein hydrophobes organisches Lésungsmittel zu iiberfiihren, In der Elektro- 
phoreseapparatur wurde nach 20 Stunden keinerlei Wanderung festgestellt, 
was auf das Fehlen einer Ladung deutet. 
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Abb. 9. Papierchromatographische Analyse der Pyroninfarbstoffe (HK =Haupt- 
komponente, NK = Nebenkomponente). {1 = Pyronin (Schuchardt), 2 = Xanthon, 
3 = Bestrahlungkomponente, 4 = Akridinrot (Griibler), 5 = Xanthon, 6 = Bestrah- 
lungskomponente, 7 = Pyronin (Merck), 8 = Xanthon, 9 = Bestrahlungskomponente, 
10 = Pyronin B (echt stand. Bayer), 11 = Xanthon, 12 = Bestrahlungskomponente. 





Im Gegensaiz zu der Strahleneinwirkung beim Neuitralrot findet die 
Umwandlung zur hydrophilen Form bei Pyronin auch unter Sauerstoff- 
abschluB statt. Eine nahere Angabe iiber die Art der Reaktion kann hier 
nicht gegeben werden. Sie muf chemischen Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. 

Eine gewisse Ubereinstimmung findet sich noch mit dem unbehandelten 
lipophilen Stoff. Wenn man das blau fluoreszierende Toluol mit wenig 
Eisessig versetzt, so schlagt die Fluoreszenz in ein helles Griin um. Wird die 
hydrophile Komponente angesiuert, verandert sich die Farbe ebenso von 
Hellblau nach Griin. Beide Vorgiinge sind reversibel, sobald die Saure wie- 
der entfernt wird. 
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Bei Vitalfarbungen an Zwiebelzellen mit dem wasserlislichen Stoff 
leuchten im Fluoreszenzmikroskop (UV als Erregerlicht) Zellkerne und 
Plasma diffus hellblau, im Blaulicht werden gelbliche Farbténe beobachtet. 


C. Untersuchungen itiber die ultramarinblaue fluores- 
zierende ,Farbbase* 


Auf das merkwiirdige, im Gegensatz zu vielen anderen basischen Farb- 
basen stehende Verhaliten der von Strugger (1941, 1947, 1949) und 
Perner (1952) als lipophil und ultramarinblau fluoreszierend beschrie- 
benen Pyroninbase habe ich schon hingewiesen. Es wurde vermutet, da® es 
sich bei dem nur langsam verlaufenden Proze der Umfarbung, welcher 
durch Aufkochen beschleunigt werden kann, um eine irreversible Verande- 
rung handeln kénnte. AufschluBreich sind die Untersuchungen von Bie h- 
ringer (1896), der auf die hohe Empfindlichkeit des Pyronins hinweist: 
.Bei der Behandlung des Tetramethyldiamidophenylmethans mit conc. 
Schwefelsaiure, bei der Oxydation der Anhydrobase durch unorganische 
Mittel, beim Kochen der Farbstoffbase mit Salzsiure, selbst beim Ausfallen 
derselben aus saurer Liésung durch Alkali, entsteht in sehr geringer Menge 
ein Nebenprodukt, welches den Lésungen der genannten in Sauren nach 
starker Verdiinnung durch Ausschiittelung mit Ather oder Chloroform 
entzogen werden kann. Setzt man zu der farblosen atherischen Lésung 
etwas Alkohol, so zeigt dieselbe eine prachtig blaue Fluoreszenz, welche 
auf Zusatz von Eisessig in eine fast ebenso intensive griine Fluoreszenz 
umschlagt.“ 


Dieses Nebenprodukt entsteht beim Behandeln mit Alkalien nur in sehr 
geringer Menge. Durch Zusatz von Oxydationsmitteln wie z. B. rotem Blut- 
laugensalz gelingt es Biehringer, die Ausbeute des fluoreszierenden 
Korpers auf 10% zu steigern. Er identifiziert ihn als Tetramethy l- 
diamidoxanthon. Die Reaktion ist nur in alkalischer Lésung méglich, 
da hier die freie Carbinolgruppe vorhanden ist, wahrend in saurem Milieu 
durch die Salzbildung eine Oxydation verhindert wird. 


Die Versuche wurden teilweise mit dem Praparat von Merck wiederholt. 
Nach Zugabe von rotem Blutlaugensalz wurde eine verstirkte Xanthon- 


bildung beobachtet. 


Noch bessere Ergebnisse konnte ich aber erzielen, wenn ich zu der alka- 
lisierten Lésung einige Tropfen konz. H,O, hinzugab und aufkodhie, Die 
Farbe hellte sich stark auf. Der noch zu bemerkende gelbrosa Farbton war 
durch die Anwesenheit der Nebenkomponente bedingt. Verwendete ich den 
gereinigten Farbstoff, so entfarbte sich die Lésung vollstandig. Beim Ab- 
kiihlen fiel das Xanthon in feinen weiffen Fléckchen aus und konnte rein 
erhalten werden. Auf diese Weise standen fiir die Bestrahlung konzentrierte 
Lésungen zur Verfiigung. 

Wie eine chromatographische Analyse ergibt (Abb. 9), laBt sich auch 
bei anderen Fabrikaten die Oxydation zum Xanthon durchfiihren. Das 
Pyronin von Schuchardt zeigt einen sehr geringen R;-Wert. Der ultramarin- 
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blau fluoreszierende Fleck des Oxydationsproduktes liegt aber ungefahr 
auf gleicher Hohe wie das Xanthon des Merckschen Priaparates. Die Depres- 
sion kénnte durch die Anwesenheit eines anderen anorganischen Fremd- 
salzes bedingt sein. Abgesehen von der stark lipoidléslichen gelben Neben- 
komponente ist das Verhalten dieses Farbstoffes dem oben geschilderten 


aihnlich. Nach alkalischer Pufferung bildet sich kein Niederschlag. 


Auf die Ubereinstimmung zwischen Akridinrot (Griibler) und Pyronin 
(Merck) ist schon hingewiesen worden. Auch die Xanthone und die hydro- 
philen Bestrahlungsprodukte zeigen im Chromatogramm ein gleiches Ver- 
halten. Bei der Ausschiittelung des bestrahlten Toluols oder Benzols mit 
destilliertem Wasser gehen auch geringe Mengen des unveranderten Xan- 
thons mit in dieses iiber. Besonders bei erhéhter Temperatur ist das Oxyda- 
tionsprodukt z. T. in Wasser ldslich. 


Beim Tetraaethyldiaminoxanthyliumchlorid (PyroninB echt stand. Bayer) 
erfolgt die Bildung des Xanthons wesentlich schneller und leichter. Nach Pufferung 
fallt diese Base als dunkelvioletter Niederschlag sofort aus (Tab. 3), die wafrige 
Lésung fluoresziert augenblicklich blau. Mit Benzol und Toluol la&t sich das Oxy- 
dationsprodukt zusammen mit einem Teil der Base ausschiitteln. Die Konzen- 
tration in der organischen Phase ist so stark, da die Fluoreszenz dadurch ab- 
geschwacht wird und erst nach Verdiinnung mit reinem Benzol zur Geltung kommt. 
Auch hier 1a@t sich der Farbstoff durch H,O, quantitativ zum ungefarbten Xan- 
thon umwandeln. Der R;Wert ist wesentlich héher (Abb. 9). Die Strahlenemp- 
findlichkeit des Tetraaethyldiaminoxanthons ist erheblich geringer. Bei der 
Betrachtung eines Benzoltropfens unter dem Mikroskop dauert es einige Minuten, 
bis sich die Ausbreitung eines hellblau fluoreszierenden Stoffes im umgebenden 
Wasser bemerkbar macht. Zu einer vélligen Fluoreszenzléschung des Benzols 
kommt es hier nicht. Das durch Ausschiittelung mit Wasser gewonnene Bestrah- 
lungsprodukt enthalt keine Spuren des unveranderten Xanthons, die sich chromato- 
graphisch nachweisen lassen. Auffiallig ist ein ultramarinblau fluoreszierender 
Farbfleck in der Hohe der Bestrahlungskomponenten der anderen untersuchten 
Praparate. Weiter oben leuchtet eine lang ausgezogene Fahne unter der Quarz- 
lampe hellblau auf. 


Durch die substituierten Athylgruppen besitzt das Xanthon des Pyronin B 
eine starkere Lipophilie, die sich in dem héheren R,-Wert ausdriickt, ebenso in der 
geringen Léslichkeit in Wasser. Damit stimmen die Befunde bei Vitalfarbungs- 
versuchen iiberein. Obwohl durch alkalische Pufferung eine starke Xanthonbildung 
eintritt, kann nur eine sehr schwache Plasmafluoreszenz beobachtet werden. Auch 
bei Annahme eines reinen Lésungsvorganges in den lipoiden Phasen des Plasmas 
scheint eine gewisse Hydrophilie des Stoffes notwendig zu sein, damit es zu einer 
Aufnahme in die lebende Zelle kommt. Die Fluoreszenz ist hier gegen UV-Strahlen 
wesentlich bestandiger. 


Zu den Angaben von Strugger (1941, 1947, 1949), Boerner (1950, 
1952) und Perner (1952) muf also nach meinen Befunden gesagt werden, 
daft das Pyronin (Merck) keinen zweifarbigen Fluoreszenzindikator dar- 
stellt. Die blaue Fluoreszenz, die bei der Behandlung des Farb- 
stoffs mit basischen Pufferlésungen beobachtet wird, ist nicht auf die 
Pyroninbase zuriickzufiihren. Unter diesen Bedingungen findet 
in geringen Mengen eine Oxydation der Carbinolbase zum Xanthon statt. 
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III. Das Verhalten von Janusgriin B im kurzwelligen Licht 


Meine Untersuchungen haben gezeigt, welche Veranderungen wihrend 
der fluoreszenzmikroskopischen Beobachtung an den Farbstoffen auftreten 
kénnen, besonders bei Verwendung der starken Quecksilberdampflampen 
als Strahlenquelle. Es wird in Zukunft notig sein, noch weitere Farbstoffe 
auf ihre Strahlenfestigkeit zu priifen, ehe man aus den mikroskopischen 
Befunden Riickschliisse auf die in den jeweiligen Speicherorten vorliegenden 
Verhiltnisse ziehen kann. So berichten Drawert (1953) vom Berberin- 
sulfat und Kuttig (1957) von verschiedenen Triphenylmethanfarbstoffen, 
daft sich erst unter der Mithilfe der Strahlenwirkung eine Fluorochro- 
mierung der Sphirosomen erzielen laBt, wobei auch Reduktionsprozesse 
eine Rolle spielen. Das Verhalten von JanusgriinB bei der Vitalfarbung 
von Zwiebelepidermen ist von Drawert (1953) eingehend studiert wor- 
den, so daft hier keine niheren Angaben gemacht zu werden brauchen. Dort 
finden sich auch weitere Literaturangaben iiber die Verwendung dieses vor 
allem zum Nachweis der Chondriosomen haufig benutzten Farbstoffes, ebenso 
Angaben iiber die Léslichkeitsverhaltnisse der verschiedenen Reduktions- 
formen und das etwas unterschiedliche Verhalten einzelner Farbstoffabri- 
kate. 

Fiir meine Untersuchungen benutzte ich hauptsachlich das Janusgriin B 
(IG), als Objekt dienten wieder die Allium-OE-Zellen. Beobachtet man ein 
mit Janusgriin 1 : 10000 in Leitungswasser angefarbtes Epidermishautchen 
wenige Minuten nach Deckglasabschluf (Umrandung mit Vaseline) im Fluo- 
reszenzmikroskop mit dem Licht eines Kohlebogens, so ergeben sich die 
von Drawert (1953) beschriebenen Bilder: waihrend der Wundrand 
meist eine mehr oder weniger starke Schadigung zu erkennen gibt, lassen 
sich, in den zentralen Zellen beginnend, die Spharosomen durch ihre elektive 
griinlich-gelbe Fluoreszenz nachweisen. Die Intensitaét ist von der Dauer 
des Deckglasabschlusses abhingig. 

Wird dagegen die intensive Strahlung einer Quecksilberhéchstdruck- 
lampe zur Fluoreszenzanregung benutzt, so ergibt sich bei der mikroskopi- 
schen Betrachtung ein verandertes, nicht exakt beschreibbares Bild. Beson- 
ders in dem zentralen Bereich des Epidermishautchens lift das Plasma 
eine zuerst dunkelorange, sich schnell zu einem reinen Gelb verstirkende 
Fluoreszenz erkennen. Der Vorgang verlauft mit solcher Geschwindigkeit, 
daB nicht sicher zu entscheiden ist, ob eine schwache Fluoreszenz bereits 
primar vorliegt oder ob sie erst durch die Einwirkung der kurzwelligen 
Strahlen hervorgerufen wird. Man vergleiche hierzu auch die Untersuchun- 
gen von Kirber (1958, S. 81). Wahrend anfanglich die Spharosomen noch 
gelblich durch die orangerote Fluoreszenz der Plasmagrundsubstanz hin- 
durchleuchten, wird nach wenigen Sekunden alles gelb iiberstrahlt. Wie 
das Plasma verhilt sich auch der zuerst schwach purpurrot erscheinende 
Kern. Durch Zufiihrung von H,O,-haltigem Wasser erfolgt keine Verande- 
rung des Farbbildes. 

Im Zusammenhang mit der von Drawert (1953) beobachteten Fluoro- 
chromierung der Sphiarosomen mit der reduzierten, farblosen Form des 
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Janusgriins und der Méglichkeit, durch eine UV-Bestrahlung die Reduktion 
eines Farbstoffes herbeizufiihren oder zu beschleunigen, war es von Inter- 
esse zu priifen, ob sich die Fluoreszenzveranderung vitalgefarbter Zellen, 
ebenso wie bei Neutralrot oder Pyronin auf eine Umwandlung des Farb- 
stoffes zuriickfiihren laRt. 

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung abgestorbener oder 
fixierter Zellen sind die beschriebenen Phinomene nicht zu beobachten, die 
Lebenstitigkeit des Gewebes ist von entscheidender Bedeutung hierfiir. 


Janusgriin ist ein Azofarbstoff, der durch Diazotierung von Diaethylsafranin 
und Kuppelung mit Dimethylanilin gebildet wird. Bei der Reduktion miissen zwei 
verschiedene Stufen unterschieden werden: eine rot gefarbte Form, die durch eine 
irreversible Abspaltung von p-Dimethylaminanilin entsteht und ein unsymme- 
trisches Diaethylsafranin darstellt, und die farblose Leukoverbindung dieses 
Safranins. Diese beiden Reduktionsschritte werden auch von der lebenden Zelle 
ausgelést, sobald durch Deckglasabschlu& der Sauerstoffgehalt verringert wird. 

Zur Klaérung der oben beschriebenen Erscheinungen muften wieder 
Modellversuche durchgefiihrt werden, und zwar waren alle drei méglichen 
Formen, das Janusgriin, das Diaethylsafranin und dessen Leukoverbindung, 
auf ihr Verhalten im kurzwelligen Licht zu priifen. 

1. Janusgriin B (IG, Bayer, Griibler-Berlin- West), Diazingriin (Merck), 
Janus Green B (N. A. D.), 1 : 10.000 in destilliertem Wasser gelést, wurden 
30 Minuten lang mit der Quecksilberhéchstdrucklampe bestrahlt. Es war 
keinerlei Veranderung zu beobachten. Auch im Chromatogramm verhielten 
sich bestrahlte und unbestrahlte, nur erwarmte Lésungen gleich. 

2. Diaethylsafranin: Die gleiche Lésung wie unter 1 wurde mit Na,S,O, 
reduziert. Nach einer anfanglichen voélligen Entfarbung kehrt beim Schiit- 
teln an der Luft rasch die rote Farbe der 1. Reduktionsstufe wieder. Durch 
Erwarmen konnte dieser Vorgang beschleunigt und wohl auch vervollstian- 
digt werden. Nach der gleichen Bestrahlung wie oben war keinerlei Beein- 
flussung des Farbstoffes zu bemerken. 

3. Leukosafranin: Durch einen Uberschuf des zugesetzten Reduktions- 
mittels lie® sich die Janusgriinlésung bis zur farblosen Stufe reduzieren, 
ohne daf sofort wieder eine Reoxydation erfolgte. Um diese wahrend der 
Bestrahlung zu verhindern, wurde unter Stickstoff gearbeitet. Reduktionen 
mit Dithionit oder Wasserstoff bei Anwesenheit von Palladium verhielten 
sich gleich. Die 2. Reduktionsstufe ist véllig farblos, unter der Analysen- 
lampe zeigt sie eine etwas schmuizig-griinliche Fluoreszenz. Bei der Ver- 
wendung von Dithionit bildet sich ein flockiger Niederschlag. Wird die 
Lésung nun in den Strahlengang gebracht, so erscheint fast augen- 
blicklich eine intensive reingelbe Fluoreszenz an 
den Stellen, die von den Strahlen getroffen werden. 
Wiahrend beim Neuiralrot der Brenner HBO 74 nur schwache Wirkung 
hervorrief, ist die Fluoreszenzveranderung und -verstérkung hier bereits 
unter der Analysenlampe wahrend kurzer Beobachtungszeiten sichtbar. 

Die Modellversuche geben eine Erklarung fiir die mikroskopischen Be- 
funde. Das Janusgriin und das Diaethylsafranin werden von den Strah- 
len nicht verindert, wohl aber die Leukoverbindung. In toten Zellen kann 
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die Reaktion nicht ausgelést werden, erst wenn es durch die Lebenstatigkeit 
der Zelle bei Sauerstoffmangel zu einer vélligen Reduktion des Farbstoffes 
gekommen ist, erscheint unter der Strahleneinwirkung die intensive gelbe 
Fluoreszenz. 

Wird die bestrahlte Lésung an Luft gut durchgeschiittelt, so findet je 
nach dem Anteil des verainderten Farbstoffes wieder eine Umfarbung nach 
Gelblich-Rosa oder Rot statt. Durch Ausschiitteln mit Chloroform kann ein 
Teil des Safranins entfernt werden (Drawert 1953); dies gelingt noch 
besser, wenn die vollig reduzierte Form ausgeschiittelt wird, da diese sich 
durch starkere Lipophilie auszeichnet. So lie® sich eine fast reingelbe Lésung 

gewinnen. Das chromato- 

graphische Verhalten der 

Gr Bestrahlungskomponente 

ist aus Abb. 10 ersichtlich. 

Janusgriin B (IG) ent- 

halt stets auch einen ge- 

ringen Anteil des Safra- 

nins. Die bei Bestrahlung 

der Leukoverbindung ent- 

stehende gelb fluoreszie- 

rende Komponente zeich- 

net sich durch einen héhe- 

ren Rs-Wert aus. Daneben 

wird bei der belichteten 

1G Red!  Red.0-8 ST MV Lésung gelegentlich noch 

Abb. 10. Papierchromatographische Analyse von ein schwach griinlich auf- 

Janusgriin B, JG = Janusgriin B unbehandelt, leuchtender Fleck wahrge- 

Red, 1=1. Reduktionsstufe (Diaethylsafranin), _nommen. Dieser wird auch 

Red. II-B = Reduktionsstufe bestrahlt, ST—=Sa- bei einer im reduzierten 

franin T, reduziert und bestrahlt, MV = Methylen- Zustand bestrahlten Safra- 

violett (Hollborn u. S.). nin T-(Merck)-Lésung be- 

obachtet, bei der sich 

in gleicher Weise das stark fluoreszierende Produkt bildet. Zum Ver- 

gleich wurden noch andere Safraninfarbstoffe mit herangezogen, so das 

Safranin O (Chroma), Methylenviolett (Hollborn & Séhne — nach den 

Farbstofftabellen von Schultz Nr. 959 handelt es sich um das Dimethyl-dia- 

minophenosafranin), Methylenviolett stand. (Bayer — der Farbstoff wird 

von der Firma als Diaethyl-phenosafranin bezeichnet), und das Phenosa- 

franin stand. (Bayer). Auch bei diesen, soweit es sich chromatographisch 

feststellen lat, wohl teilweise einander identischen Farbstoffen kann die 

Entstehung eines intensiv fluoreszierenden Stoffes durch die Strahlenwir- 
kung festgestellt werden. 

In der Elektrophoreseapparatur wandert die gelbe Komponente starker 
als das Janusgriin oder die 1. Reduktionsstufe zur Kathode, im Bereich von 
pH 3,5—10,3 annahernd im gleichen Mafe. 

Wihrend beim Neutralrot eine photooxydative Zerstérung nachgewiesen 
werden konnte, handelt es sich hier méglicherweise um eine intramolekulare 
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Veranderung, da der Farbstoff auferordentlich labil ist. Es gelang nicht, 
ihn rein darzustellen. Bei Erwairmung schligt die Farbe wieder nach Rot 
um, und im Chromatogramm ist dann kein Unterschied zur 1, Reduktions- 
stufe (= Diaethylsafranin) zu beobachten. Dasselbe geschieht beim Einengen 
im Vakuum. Die Zeit bis zum Farbumschlag ist stark vom pH-Wert der 
Lésung abhiangig, am langsten ist die gelbe Verbindung zwischen pH 4,5 
und 6 haltbar. Zugabe von H,O, bewirkt auch hier, wie bei vitalgefarbten 
Zellen, keine Beschleunigung des Vorganges. 


Vitalfarbeversuche lieferten keine eindeutigen Ergebnisse, da der Farb- 
stoff nicht rein vorlag. Eine intensive gelbe Fluorochromierung der Mem- 
branen war zu beobachten, das Piasma verhielt sich unterschiedlich in der 
Anfarbung, gelegentlich trat eine starke Aufquellung ein, wobei sofort 
intensiv gelb fluoreszierende Granula zu sehen waren, deren Fluoreszenz 
aber fast augenblicklich wieder geléscht wurde. Die Kerne, ebenfalls meist 
stark aufgequollen, leuchteten gelb auf, die Nukleolen schienen farblos zu 
sein. Auch hier wurde die Fluoreszenz innerhalb von 20 bis 60 Sekunden 
wieder geléscht. 


Zusammenfassung 


Die basischen Vitalfarbstoffe Neutralrot, .Fluoreszent X“ (reduziertes 
Neutralrot) sowie Pyronin und Janusgriin B werden auf ihr Verhalien im 
kurzwelligen Licht untersucht. 


Erginzend zu den Befunden von Drawert und Metzner (1956), 
nach denen unter der Einwirkung des Erregerlichtes eines Fluoreszenz- 
mikroskopes aus dem kationischen Neutralrot ein griin fluoreszierender, 
negativ geladener K6rper entsteht, wird festgestellt, da es sich hierbei 
um eine photooxydative Zerstérung des Farbstoffes handelt. Dieser Vor- 
gang ist an die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff gebunden. 


Nur die Farbbase ist strahlenempfindlich. Wird diese in Toluol oder 
anderen lipophilen neutralen Reagenzien gelést und dem Licht einer Queck- 
silberhéchstdrucklampe ausgesetzt, so entstehen mindestens sieben verschie- 
dene griinlich bis gelblich fluoreszierende Verbindungen. Mit Hilfe der 
Papierelektrophorese laft sich eine gute Trennung erzielen. Auf Grund 
von Lésungsunterschieden kénnen aus dem Reaktionsgemisch eine gelb 
fluoreszierende,in saurer Lésung lipoidlésliche Komponente und eine extrem 
hydrophobe Verbindung von den wasserléslichen Anteilen isoliert werden. 

Bestrahlt man den Farbsioff in gepufferten wafrigen Medien, entsitehen 
bei der Elektrophorese sich abweichend verhaltende Zersetzungsprodukte. 
Auf die mégliche Bedeutung dieser Erscheinung fiir die Analyse der Vital- 
fluorochromierung wird hingewiesen. 

Bei einer weiteren Einwirkung des energiereichen Lichtes zersetzen sich 
die griin fluoreszierenden Zwischenprodukte weiter zu farb- und fluores- 
zenzlosen Verbindungen. 


Infolge der intensiven Fluoreszenz der anionischen Komponenten kénnen 
in der pflanzlichen Zelle noch geringste Spuren von Neutralrot nachge- 
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wiesen werden, auch wenn im Hellfeld keine Rotfarbung zu erken- 
nen ist. 

Die Auslésung einer sekundaren Fluoreszenz in den ,leeren“* Vakuolen 
der oberen Zwiebelepidermis bei pH 3 lat auf eine Permeation der Farb- 
base schliefen, ohne daf es hier jedoch zu einer starkeren Speicherung 
kommt. 

Die Verteilung der Farbstoffe Neutralrot, Akridinorange und Thionin 
zwischen einer wafrigen Phase und Benzol in Abhiangigkeit von der Azi- 
ditét wird plitometrisch quantitativ gemessen. Die Verteilungsgleich- 
gewichte der drei Farbstoffe stehen nicht in direktem Zusammenhang mit 
dem Verlauf ihrer Dissoziationskurven. Es la&t sich zeigen, daB die GréRe 
der maximalen Lipoidléslichkeit hierbei von entscheidendem Einfluf ist. 
Diese wird fiir Neutralrot, Akridinorange und Thionin bestimmt. 

Nach den Befunden kann die Aufnahme der Farbstoffe auf Grund ihrer 
Lipoidléslichkeit erklirt werden, ohne daf nichtosmotische oder metaosmo- 
tische Aufnahmeprozesse angenommen werden miissen. Uber die Speiche- 
rungsprozesse werden dabei keine Aussagen gemacht. 

Die reduzierte Form des Neutralrots zeigt bei Gegenwart von Sauer- 
stoff ebenfalls eine Reaktion im kurzwelligen Licht. Die intensive Fluores- 
zenz wird dabei vernichtet, eine Reoxydation zum Neutralrot findet aber 
wahrscheinlich nicht statt. Die Aufnahme des Farbstoffes wird durch die 
Lipophilie der Leukobase erméglicht, die sich unter vélligem Farbverlust 
in neutralen hydrophoben Medien lost. 

Die verschiedenen Pyroninpraparate des Handels weichen in ihren 
chemischen Eigenschaften und Reinheitsgraden stark voneinander ab, Da- 
durch lassen sich manche Widerspriiche in der Literatur erklaren. 

Die ultramarinblaue Fluoreszenz basischer Pyroninlésungen ist nicht 
auf die Pyroninbase zuriickzufiihren. Bei der Behandlung des Farbstoffes 
mit Alkalien erfolgt in geringer Menge die Oxydation des Xanthenderi- 
vates zum lipophilen Xanthon. Diesem kommt die intensive Fluoreszenz 
zu. Durch Saurezugabe ist dieser Prozef nicht umkehrbar. Besonders das 
Xanthon des Tetramethyldiaminoxanthyliumchlorids (Pyronin G) erweist 
sich in héchstem Mafe als strahlenempfindlich. 

Der Azofarbstoff Janusgriin B und seine rote Reduktionsstufe (Diaethyl- 
safranin) sind im kurzwelligen Licht weitgehend bestandig. Die zweite, 
farblose Reduktionsform (Leukosafranin) zeigt eine auRerst schnelle Strah- 
lenreaktion. Dabei entsteht eine labile gelb fluoreszierende Verbindung, 
die durch H,O, nicht verandert wird, sich aber nach einiger Zeit wieder in 
das rote Safranin zuriickverwandelt. 

Auf verschiedene in der Literatur beschriebene Reaktionen organischer 
Stoffe im kurzwelligen Licht wird hingewiesen und auf die Notwendigkeit 
einer genauen Farbstoffanalyse, ehe sich Schluffolgerungen aus dem Fluo- 
reszenzbild vitalgefarbter Objekte ziehen lassen. 


Die Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Professor Dr. H. Dra wert durch- 
gefiihrt, dem ich auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes 
und fiir die férdernde Anteilnahme am Fortgang der Untersuchungen Dank sage. 
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1. Einleitung 


Nachdem Kiister (1927) die spontane Vakuolenkontraktion an 
Allium-Epidermiszellen erstmals beschrieben hatte, entdeckten Gick]- 
horn und Weber (1927) an den Zellen der Borraginaceenbliiten eine 
ahnliche Erscheinung anderer Art. Brachten diese Autoren Blumenkron- 
zipfel ihrer Hauptversuchspflanze Echium italicum in Leitungswasser, so 
machten sie die Feststellung, daf sich die anthocyanfiihrenden Vakuolen 
der Mesophylizellen kontrahierten, wobei ihre Farbung an Intensitat zu- 
nahm. Die Vakuolen rundeten sich jedoch nicht ab, wie dies bei Allium- 
Zellen der Fall zu sein pflegte, sondern gaben die sternahnliche Zellform 
verkleinert wieder. Bei diesem Vorgang blieb das unverquollene, wandstan- 
dige Plasma iiber, einige Strange mit der verkleinerten Vakuole in Ver- 
bindung. Da an angeschnittenen Wundzellen die in das umgebende Medium 
ragende Vakuole keineswegs Abrundung zeigte und auch bei Plasmolyse, 
bei der sich das Plasma der Vakuole anlegte, dem Protoplasten die bizarre 
Form der. Vakuole aufgezwungen wurde, vertraten die Autoren die Mei- 
nung, daf es sich hier um einen gallertig festen Zellsaft handeln wiirde. 
Eine Wiederausdehnung der kontrahierten Vakuole konnten sie nie beob- 
achten. 

Gicklhorn und Mésch]1 (1930) erkannten an epipetalen Schuppen 
bei Symphytum officinale, da® der Zellsaft in unbehandeltem Zustand 
fliissig, nach Neutralrotfarbung aber verfestigt war. 

An Epidermisfragmenten der Bliite von Anchusa italica konnte Keil 
(1930) zeigen, daR die Vakuolenkontraktion auch durch seismische Reizung 
auszulésen ist, indem sich nach mehreren KlopfstéRen auf das Deckglas, 
unter dem sich das Praparat befand, die Zahl der. Zellen mit kontrahierter 
Vakuole vermehrt hatte. 
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Wurde von Gicklhorn und Weber betont, da sie nie eine Dia- 
stole beobachten konnten, so gelang es Henner (1934) an Alkanna tinc- 
toria und Andhusa officinalis die in Leitungswasser eingetretene Vakuolen- 
kontraktion in hyper- und hypotonischen Traubenzuckerlésungen riick- 
gangig zu machen. Bei neuerlicher Wasserung der Bliiten stellte sich 
in den beobachteten Zellen abermals Vakuolenkontraktion gleichen Gra- 
des ein. 

Nach Weber (1935) lat sich mit Neutralrotlésung in Leitungswasser 
sowohl an anthocyanhaltigen Mesophyll- als auch an anthocyanfreien Epi- 
dermiszellen der Korollen Vakuolenkontraktion auslésen, die schon nach 
wenigen Minuten einsetzt und innerhalb einer halben Stunde ihr Maximum 
erreicht. Das wandstiandige Plasma zeigt auch hier keinerlei Verquellung. 
Weber ist nun der Ansicht, daff es sich hier um einen S y narese vor- 
gang handelt, bei dem sich der Zellsaft in einen wasserirmeren, zentral- 
liegenden, gefarbten Gel-Teil und einen diesen umgebenden, wasserreichen. 
ungefarbten Sol-Teil scheidet. Es liegt hier demnach keine Vakuolenkon- 
traktion im Sinne Kiisters (1927) vor, da der dem Zellsaft zur Ver- 
fiigung stehende Raum dabei nicht verkleinert wird. Nach vierundzwanzig- 
bis achtundvierzigstiindigem Verweilen in der Farblésung konnte sich der 
Solteil dieser Zellen ebenfalls anfarben und bei geniigend starker Spei- 
cherung unter derselben Entmischung abermals kontrahieren, so daf eine 
Zonierung der Vakuole zustande kam. Haufiger als jene ,zweite Vakuolen- 
kontraktion* zeigte sich in Webers Versuchen aber ,,Reizplasmolyse*, 
bei der sich das Plasma unter Abwesenheit hypertonischer Mittel von der 
Wand abhob und dem sich kontrahierenden, gefarbten Solteil folgte. Solche 
Zellen starben jedoch bald ab. Die spatere Anfarbbarkeit des bei der 
ersten Kontraktion entstandenen Soles und die Plasmolysierbarkeit sind 
in Webers Augen ein Beweis dafiir, daf jener Solteil osmotisch wirk- 
same Substanzen enthalt, die im Verlaufe mehrerer Stunden entstehen und 
eine neuerliche Anfarbung erméglichen. 

Neben jenen Zellen fanden sich aber auch solche, bei denen sich die 
Vakuole rasch und stark kontrahierte und die Scheidung in Sol- und Gel- 
teil unterblieb, das Plasma aber verquoll und den Raum zwischen Vakuole 
und Membran erfiillte. 

Hofmeister (1940a) untersuchte an Borraginaceen-Zellen die Zell- 
saftverfestigung auf mikrurgischhem Weg und fand, daf sich die Zellsafte 
nach Traubenzuckerplasmolyse verschieden verhielten. In jenen Zellen, in 
denen der Protoplast runde Form angenommen hatte, blieb der Zellsaft 
fliissig und flo® beim Eréffnen des Protoplasten mit der Mikronadel aus. 
In jenen Fallen, in denen der Protoplast die Zellform wiedergab, aber nur 
wenig verkleinert war, zeigte sich, daf die stark blaugefarbte Aufenschicht 
der Vakuole fest, der schwiacher gefarbte umschlossene Inhalt aber fliissig 
war. Waren Plasmolyse und Spontankontraktion aber gekoppelt und der 
Protoplast starker kontrahiert als der Plasmolytikumskonitraktion ent- 
sprach, so lag die Vakuole als durch und durch verfestigter Kérper vor, der 
sich auch nach dem Herausreiffen aus der Zelle nicht mehr aufléste. 

Bei Plasmolyse in KNO, blieben die Vakuolen stets fliissig, mit CaCl, 
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war immer Verfestigung zu beobachten. In aqua dest. spontan kontrahie- 
rende Vakuolen konnten nur aduferlich oder véllig erstarrt sein. 

Liefen sich die nur auBerlich verfestigten Vakuclen durch mechanische 
Insulte wie Quetschen mit der Mikronadel unter Verfliissigung wieder zur 
Auflésung bringen, so war dies nach Neutralrotfarbung nicht mehr der 
Fall. Vielmehr zeigten sich diese Vakuolen schneidbar und bei der Be- 
riihrung mit der Mikronadel als elastische Kérper. Hofmeister ist 
nun der Ansicht, daft es sich bei der Zellsaftverfestigung unter Plasmolyse 
resp. Spontankontraktion in Wasser und bei Vitalfirbung mit Neutralrot 
um verschiedene Vorginge handelt. Im ersten Falle wiirde eine syniretische 
Gelkontraktion unter Ausscheidung eines Sols, wie dies Weber ange- 
nommen hatte, verliegen, wahrend die Entmischung bei Neutralrotfarbung 
einen anderen Vorgang darstellt. Bei Mikroinjektionen von Neutralrot, 
Methylenblau und anderen Farbstoffen in den fliissigen Zellsaft machte 
Hofmeister (1940b) namlich die Beobachtung, daB sich, sobald nur 
kleine Mengen aus der Mikropipette ausgetreten waren, um deren Offnung 
ein gefarbter, fester Klumpen zeigte. Mikrochemische Untersuchungen des 
Zellsaftes von Symphytum, auf Gerbstoffe. Eiwei® und Zellulose fielen 
negativ, auf Pektinstoffe aber positiv aus. Da es sich auBerdem gezeigt 
hatte, daf{ Pektinséure durch basische Farbstoffe ausgefallt werden kann, 
hilt es Hofmeister fiir wahrscheinlich, daB die Vakuolenkontraktion 
bei Vitalfarbung einer Fallung von Pektinstoffen gleichkomme. 

Nachdem Weber (1935) in konzentriertem Alkohol eine supravitale 
Vakuolenkontraktion in Bliitenzellen auszulésen vermochte, die bei Uber- 
tragung in Leitungswasser zuriickging, gelang es Kenda und Weber 
(1952), an Bliiten der Cerinthe maior bei Einwirkung verschiedener Sauren 
(pH 1—2) eine blitzartig eintretende Vakuolenkontraktion zu induzieren, 
die bei nachfolgender Behandlung mit Basen wieder verschwand. Weber 
und Kenda (1953) vermochten an Zellen derselben Pflanze nach spon- 
taner Kontraktion mit verdiinnter Schwefelsdiure noch eine weitere hervor- 
zurufen. Die Autoren nehmen an, daf fiir diesen Effekt die makromole- 
kularen Ketten der Pektinstoffe verantwortlich seien. 

Wiahrend von den bisher genannten Autcren betont wird, daf bei dieser 
Art ven Vakuolenkontraktion das Plasma nicht aufquelle und unbeteiligt 
an der Membran verharre, stellt dies Kiister (1939) auf Grund der 
Beobachtung des Zustandekommens der Anthocyanophoren bei Pulmonaria 
in Abrede. Er ist vielmehr der Ansicht, da auch hier das Plasma verquelle. 
aber dann so stark vakuolisiere, daB es schwerfalle, einen den Gelkérper 
umgebenden Plasmateil, in dem sich zuweilen ncch Plastiden fanden, und 
die feinen Verbindungsstringe zum wandstandigen Plasmateil zu erkennen. 
Kiister (1950) revidiert jedoch nach Untersuchung der Vakuolenkontrak- 
tion an mit Aluminiumsulfat gegerbten Allium-Protoplasten, bei welcher 
ebenfalls ein hoher Kontraktionsgrad erreicht wurde, seine Ansicht und 
schlieBt sich der Deutung dieses Vorganges als Synirese an. 

Da in allen Untersuchungen die Vakuolen stets im Vordergrund des 
Interesses gestanden hatten, war es eine verlockende Aufgabe, das Plasma 
naiher in Augenschein zu nehmen, um so mehr als Hofmeister, der 
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dieses Phinomen wohl am eingehendsten studiert hatte, meint: Eine Ent- 
scheidung iiber die tatsaichlichen Verhaltnisse ware nur durch Darstellung 
der inneren Plasmagrenzschicht ... zu treffen.“ (1940 a, S. 92.) Dies war zu 
erreichen durch Fluorochromierung mit Uranin, bei der sich hauptsachlich 
das Binnenplasma anfirbt und die iiberdies noch den Vorteil bot, Aus- 
kunft iiber den Lebenszustand der Zellen zu bekommen, Nach Déring 
(1935), Schumacher (1936), Strugger (1938, 1949) und Héfler- 
Ziegler-Luhan (1956) vermag sich nur lebendes Plasma unter Auf- 
treten einer charakteristischen griinen Plasmafluoreszenz zu tingieren, wah- 
rend totes den Farbstoff nicht mehr annimmt. In weiterer Folge gelang es 
mir zu zeigen, dafi die Uranin-Fluorochromierung eine feinere Lebens- 
reaktion als die Plasmolyse darstellt (1959) und gestattet, verschiedene 
Nekrosestadien, die durch Ammonkarbonateinwirkung auf Allium-Zellen 
entstanden waren, auseinanderzuhalten (1960, S. 356). 


2. Material und Methodik 


Als Versuchsobjekt dienten die Korollen von Anchusa officinalis, die 
noch am selben Tag, an dem die Pflanzen eingebracht worden waren, der 
Préparation zugefiihrt wurden. Dabei kamen nur solche Bliiten zur Ver- 
wendung, die mit dem Bliitenboden noch fest verwachsen waren und mittels 
Pinzette von diesem losgetrennt werden muften. Zur Auslésung der Vakuo- 
lenkontraktion wurden sie mit einer Neutralrotlésung (1 : 1000 in Leitungs- 
wasser) infiltriert und die Interzellularluft mit Hilfe einer Wasserstrahl- 
pumpe entfernt. Nach einer Farbedauer von 1 bis 78 Stunden wurden nun 
diinne Flachenschnitte der beiden Epidermen angefertigt, die zur Dar- 
stellung des Plasmas anschlieBend mit Uranin (Na-Fluorescein) 1 : 10000, 
pH48 fiinf Minuten lang gefarbt wurden. Nach tiichtigem Auswaschen 
der Schnitte in gleichnamigen, verdiinntem Puffer erfolgte die Beobachtung 
im Reicherischen UV-Mikroskop. 

Als Plasmolytikum dienten Traubenzuckerlésungen, die mit aqua dest. 
hergestellt worden waren. 


3. Beobachtungen an Zellen der oberen Epidermis 


a) Zellen mit unveraindertem Plasma 


Die Zellen der oberen Epidermis sind durch papillése Gestalt und 
geringen Anthocyanbesitz ihrer Vakuolen charakterisiert und zeigen im 
UV-Licht zartrote Eigenfluoreszenz. Der schon auferlich sichtbare Unter- 
schied zwischen jungen. roten und alten, blauen Bliiten kommt auch in der 
Fahigkeit zur Neutralrotspeicherung zum Ausdruck. 

In jungen Bliiten speichern die Vakuolen den Farbstoff nur maBig, 
wobei auch blof ein geringer Kontraktionsgrad erreicht wird. In der Fluo- 
reszenz erscheint der Zellsaft nun intensiver rot als bei oben beschriebener 
Eigenfluoreszenz, wird aber von der Uraninfluoreszenz des meist an der 
Basis der Papillenzelle liegenden Kernes noch durchstrahlt. Der Zellsaft 
der Anchusa-Bliite ist demnach vielleicht dem Typus der ,,vollen“ Zellsifte 
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Hoéflers (1947) zuzuordnen, die nach Toth (1952) bei Neutralrot- 
firbung rot fluoreszieren, wahrend die .leeren“ in der Fluoreszenz nicht in 
Erscheinung treten. Entsprechende Versuche mit Akridinorange wurden nicht 
durchgefiihrt. Plasmolysiert: man diese Zellen, so zeigt sich der gefarbte 
Zellsaft noch nicht verfestigt, da sich die Vakuole noch verkleinert und, 
soweit dies die zentripetalen Wandsporne zulassen, abrundet. Das Plasma 
ist in diesem Falle unverquollen und umgibt als zarter, aber deutlich 
fluoreszierender Saum die Vakuole. 

Die Zellen alter Bliiten speichern dagegen das Neutralrot viel 
intensiver und die Vakuolenkontraktion erreicht demnach auch eine hoéhe- 
ren Grad. In der Fluores- 
zenz sind die Vakuolen 
nun vollig dunkel, wer- 
den von den Kernen nicht 
mehr durchstrahlt und 
zwischen sie und die Zell- 
wand schiebt sich ein matt- 
griin leuchtender Hof. 

Plasmolysiert man solche 

Zellen,so verkleinert sich, 

wie aus Messungen mit 

dem Okularmikrometer 

hervorging, der dunkle 

Vakuolenkérper nicht 

mehr, sondern nach dem Abb. 1. Oberepidermiszelle einer alten Bliite: Im 
Verschwinden des matt- Fluoreszenzmikroskop zeigt sich das Plasma als 
griinen Hofes liegt ihm deutlich wandstandig '. 

ein feiner leuchtender 

Saum an. In den weiteren Ausfiihrungen méchte ich mich der Nomenklatur 
Webers (1935) anschliefen und den festen Vakuolenkérper als Gel, den 
ihn umgebenden fliissigen Teil als Sol bezeichnen. Im plasmolysierten Zu- 
stand erscheinen auch in den Buchten des Vakuolen-Gels, die sozusagen 
das Negativ der Zellwandsporne darstellen, hellgriin fluoreszierende Punkte, 
die sich im Hellfeld als Plasmaansammlung erweisen. Setzt man dem 
Schnitt nun vorsichtig Leitungswasser zu, so heben sich im Laufe der De- 
plasmolyse von der dunklen Vakuole Blasen matigriiner Farbung ab, die 
sich vergréBern und anfangs noch einen leuchtenden Plasmameniskus tra- 
gen, der aber bei weiterer OberflachenvergréRerung der blasigen Bildungen 
verschwindet. so daf nach beendeter Deplasmolyse der Ausgangszustand 
wieder erreicht ist: Ein mattgriiner Hof umgibt das dunkle, die Zellform 


1 An dieser Stelle méchte ich Herrn Ass. Dr. W. Url fiir die Herstellung der 
Mikrophotos danken. Die wiedergegebenen Photographien sind Vergréferungen 
nach Farbdiapositiven. Die Originale befinden sich in der Diapositivsammlung des 
Pflanzenphysiologischen Institutes der Universitat Wien. Aufnahmedaten: Super 
Ansco, Belichtungszeit 8—54 Sek.. groBe Reichertsche Fluoreszenz-Einrichtung Lux 


UV mit Quecksilber-Héchstdruckbrenner HBO 200. 
38* 
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verkleinert wiedergebende Vakuolen-Gel. Beziiglich der Deutung des matt- 
griinen Hofes bestanden nun zwei Méglichkeiten, entweder war nur das 
wandstandige Plasma fluorochromiert und umgab ein bei Synirese entstan- 
denes Sol in diinner Schicht oder es lag Plasmoschise vor, bei welcher der 
Tonoplast der stark verkleinerten Vakuolen anlag. 

Eine bessere Klirung dieses Sachverhaltes erbrachten Beobachtungen 
an ganz grofen, alten Bliiten, in deren Zellen die Vakuclenkontraktion 
einen Grad von 0.6—0,7 erreicht hatte und der mattgriine Hof noch von 
einer deutlich grellen Kontur umgeben war (Abb. 1). DaB dies keineswegs 





Abb. 2. a schematische Darstellung der in Abb. 1 gezeigten Zellen. b desgleichen im 

plasmolysierten Zustand — bei Plasmolyse liegt nach dem Verschwinden des Sols 

das urspriinglich wandstindige Plasma dem Gel an und findet sich besonders in 
dessen Buchten. 


auf Zellwandfarbung zuriickging, zeigte die Plasmolyse solcher Zellen, bei 
welcher sich jener grelle, fluoreszierende Teil von der Membran abhob 
und auch die Solblasen bei Deplasmolyse deutlicher umrissen waren. Es 
handelt sich also um fluoreszierendes, minimal gequollenes Plasma, das hier 
der Zellwand anliegt (Abb. 2a und b). Nicht selten konnie bei Deplasmo- 
lyse beobachtet werden, daf das Plasma bei Beriihrung eines Zellwand- 
spornes seine Fluoreszenz verlor, nachdem es beim Platzen der Vakuole 
abgestorben war. 


b) Zellen mit gequollenem Plasma 


Die bisher behandelien Zellen stellen den haufigsten Fall dar, doch fan- 
den sich daneben sowohl] in jungen als auch in alten Bliiten andere, die sich 
meist durch starkere Fluoreszenz als die iibrigen Zellen auszeichneten. Wie 
aus dem Fluoreszenzbild zu schlieBen war. handelt es sich hier um Zellen 
mit verqucilenem Plasma. Im Hellfeld bekommt man namlich beim Heben 
und Senken des Mikroskoptubus immer wieder scharfe Abbildungen der 
sich in lebhafter Wimmelbewegung befindenden Mikrosomen. Der Raum 
zwischen Membran und Vakuole ist also wie beim Kontraktionstyp der 
Allium-Zellen hier mit verquollenem Plasma erfiillt, das nach Doéring 
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(1935) und Hoéfler-Ziegler-Luhan (1956) das Uranin verstirki 
zu speichern vermag (vgl. dazu Abb. 5, S. 3575). Waren solche Zellen 
am Priparatrand gelegen, wo sich ihre papillése Gestalt in Seitenansichi 
bot, so zeigte sich die ihnen eigene morphologische Besonderheit, daf® die 
feste Vakuole an der Papillenspitze angeheftet war und frei in das um- 
gebende Plasma hing. Die Einschnitte an der Unterseite des Gels ent- 
sprechen in ihrer Lage den basal gelegenen Zellwandvorspriingen gegen 
das Zellumen (Abb. 3). 

Der Grad der Vakuolenkontraktion bewegte sich in diesen Zellen zwi- 
schen 0,5 oder etwas darunter und 0,8 der 
Zelle. Auch die Plasmafluoreszenz war 
nicht bei allen gleich intensiv. Wihrend 
das Plasma jener Zellen, in denen die 
Vakuolen weniger stark kontrahiert waren, 
immer grell leuchtete, war dies bei starker 
Vakuolenkontraktion nicht immer der Fall, 
vielmehr zeigte sich an den im Hellfeld 
vollig gleich aussehenden Zellen in der 
Fluoreszenz deutliche Unterschiede, die, wie 
sich spiiter in Plasmolyseversuchen ergab, 
in verschiedener Vitalitat begriindet waren. 

Plasmolysierte man mit 0,8 Mol Trau- 
benzuckerlésung, so hob sich bei den Zellen 
mit schwacher Vakuolenkontraktion 


das Plasma von der Wand ab und legte Abb. 3. Oberepidermis-Zelle mit 
sich, ohne seine Fluoreszenz zu vermin- starker Vakuolenkontraktion: 
dern, als breiter Giirtel um die Vakuole. Verquollenes Plasma __ stark 
Da sich diese, wie aus Messungen hervor- _ luoreszierend, die feste Vakuole 
ging, nicht mehr verkleinerte, so handelt haftet in der Papillenspitze. 


es sich hier also um keine echte Plasmolyse, 


sondern um teilweise Plasmaentquellung. Dieser Vorgang mute jedoch 
nicht das gesamte Plasma einer Zelle erfassen, sondern konnte auf die eine 
oder andere Zellbucht beschrankt sein, wobei auch der nicht entquellende 
Teil seine Fluoreszenz beibehielt. Bei Zusatz hypotonischer Mittel nahm 
das Piasma wieder an *n zu, wobei es in manchen Fallen seiner Fluo- 
reszenz verlustig wurde, in anderen aber auch diesen Insult gut iiberstand. 

LaBt man auf Zellen mit starker Vakuolenkontraktion, aber schwa- 
cher Plasmafluoreszenz Plasmolytikum einwirken, so stellt man fest, da 
das Plasma keine oder kaum merkliche Entquellung zeigt und seine Fluo- 
reszenz verliert. Die grell leuchtenden verhielten sich dagegen anders. Ent- 
quoll das Plasma sehr schnell, so verschwand auch seine Fluoreszenz sofort. 
Schritt die Entquellung dagegen nur langsam voran, so starben die Zellen 
vorerst noch nicht, sondern erst bei .Deplasmolyse“ unter progressiver 
Fluoreszenzverminderung ab. Andere wieder iiberdauerten aber auch die 
abermalige Aufquellung und das Plasma wurde dann erst innerhalb von 
etwa zwanzig Minuten seiner Fluoreszenz verlustig. 
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Es zeigt sich also, da® stark nekrotische Zellen, die hier sicher vorliegen, 
in ihrer Speicherfahigkeit fiir Uranin bereits stark differieren, obwohl 
sie sich im Hellfeld beziiglich ihres Plasmazustandes nicht unterscheiden. 
Zur Leistungsfahigkeit der Uraninfarbung als Lebensreaktion siehe E n- 
éckl (1959, 1960, S. 356). 


c) Zellen mit lokaler Plasmaquellung 


Zwischen den zuletzt und den eingangs behandelten Zellen gibt es nun 
im Erscheinungsbild Ubergiange der Art, daf8 sowohl verquollenes Plasma 
als auch Sol-Gel-Trennung 
der Vakuole in einer Zelle 
nebeneinander zu beobach- 
ten sind. Dieses Phinomen 
fand sich ausschlieflich in 
alten Bliiten. Die Plasma- 
verquellung war dabei meist 
auf jene Stellen beschrinkt, 
wo die Membransporne ge- 
gen das Zellumen vorsprin- 
gen (Abb. 4). Solche Zellen 
waren normal plasmolysier- 
bar, das Plasma behielt seine 
Fluoreszenz bei. 

Es konnte sich hier aber 
auch eine Variante zeigen, 
indem der Solteil, wie dies 
bereits Weber (1935) be- 
obachtet hatte, ebenfalls 
Neutralrot speichern konn- 
te, wodurch sich ein beson- 

Abb. 4. Oberepidermis-Zelle einer alten Bliite: ders farbenprichtiges Bild 
Lokal gequollenes Plasma zeigt verstarkte ergab. 


Zuinnerst lag das 
Fluoreszenz. 


dunkle verfestigte Gel, das 
von erdbeerrot leuchtendem 
Sol umgeben war. Der Zellwand anliegend fand sich dann das deutlich 
griin fluoreszierende Plasma. Solche Beobachtungen sprechen wohl am 
ehesten dafiir, daf nicht Plasmoschise, sondern Trennung der Vakuole in 
Sol und Gel vorliegt. Es konnte aber auch echte Vakuolenkontraktion auf- 
treten, indem ein breiter, grell fluoreszierender Plasmamantel die feste 
Vakuole umgab und nur einige Zellbuchten von Plasma umgebenes, neutral- 
rotgefarbtes Sol zeigten. 


4. Beobachtungen an Zellen der unteren Epidermis 


Die Zellen der unteren Epidermis unterscheiden sich von denen der 
oberen dadurch, da sie nicht papillés sind und da® ihre Vakuolen kein 
Anthocyan und geringere Speicherfahigkeit fiir Neutralrot besitzen. Be- 
ziiglich letzterer gilt auch hier das fiir die Oberepidermis Gesagte, da 
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namlich die Zellen junger Bliiten weniger Neutralrot aufnehmen als solche 
alter. In beiden Fallen runden sich die Protoplasten aber bei Plasmolyse 
noch ab, soweit dies zwischen den auch hier vorhandenen Zellwandspornen 
noch méglich ist. Der Grad der Vakuolenkontraktion bleibt weit hinter 
dem der Oberepidermiszellen zuriick und ist kaum nennenswert, sofern 
man von den Wundzellen absieht. 

In der unteren Epidermis lat sich das Wundphinomen, das durch 
Anstechen der Bliiten mit einer Prapariernadel hervorgerufen worden war, 
besonders schén studieren. Ist das durch die Insultierung gereizte Zellareal 


Abb. 5. a Wundzelle aus der unteren Epidermis mit vollstaindiger Plasmaquellung. 
p s 
b schematische Zeichnung dazu. 


groB, so ist der Grad der Vakuolenkontraktion im Zentrum am gréften 
und nimmt nach aufen zu ab, wo die Ubergangszellen, die jenen Bezirk 
aufen umsdumen, nur noch an der wundzugekehrten Seite Vakuolenkon- 
traktion aufweisen. Kontraktion und Neutralrotspeicherung gehen dabei 
beziiglich ihrer Starke parallel. Im folgenden seien Wund- und Ubergangs- 
zellen fiir sich gesondert besprochen. 


a) Wundzellen 
Der Kontraktionsgrad dieser Zellen schwankt zwischen 0,9 und 05 der 
Zelle. Diejenigen mit starker Vakuolenkontraktion zeigten im Hellfeld um 
das tief dunkelrote Gel einen optisch leeren Raum, der in der Fluoreszenz 
nur in seltenen Fallen noch schwach diffusgriin gefarbt erschien, Plasmo- 

lyseversuche verliefen hier fast immer negativ. 
Gréferes Interesse beanspruchen dagegen die Zellen mit weniger starker 
Vakuolenkontraktion, bei denen entweder das gesamte Plasma (Abb. 5a 
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und b) oder das einiger Zellbuchten gequollen war. Wie in der Oberepi- 
dermis findet sich hier bei allseits verquollenem Plasma und gleichem 
Kontraktionsgrad mitunter verschieden starke Plasmafluoreszenz. Erfolgt 
bei Zusatz von Plasmolytikum sehr rasche Entquellung, so verschwindet 
auch hier die Fluoreszenz ebenso rasch, wobei die Zellen absterben. Geht 
die Entquellung aber langsam vor sich oder kann sich auch die Vakuole 
noch etwas verkleinern, so erleidet die Plasmafluoreszenz keine EinbuRe, 
sondern vermindert sich dann meist erst bei Deplasmolyse. Auch hier fan- 
den sich Zellen, bei denen nur einige Buchten Entquellung zeigten, wahrend 
in anderen das nicht entquollene Plasma als 
leuchtende Kuppe der festen Vakuole aufsaf. 
Bereits Héfler-Ziegler-Luhan (1956) wei- 
sen darauf hin, daft irreversibel verquollenes 
Plasma dennoch zu erhéhter Uraninspeicherung 
befahigt bleibt. 
In anderen Fallen, in denen das schén 
fluoreszierende Plasma das Gel allseits umgab, 
.konnie bei Plasmolyse iiberhaupt keine Reak- 
tion beobachtet werden. Das Plasma entquoll 
nicht, behielt vorerst seine Fluoreszenz bei, 
die nach fiinf bis zehn Minuten immer schwi- 
cher zu werden begann und nach ¢a. einer 
halben Stunde vollig verschwunden war. Es 
handelt sich hier wahrscheinlich um fortschrei- 
tende Nekrose, bei der das Plasma die Uranin- 
bindung langsam aufgibt und sich entfarbt. 
Zwischen Zellen im Wundbereich, die keine 
Pee ee eee oder vollige Plasmaverquellung aufwiesen, 
bereich der unteren Epi- fanden sich mitunter andere, die beides ver- 
dermis. Sie zeigt gequol- eint zeigten. So machte sich in einem Fall 
lenes Plasma und in die- innerhalb des grell fluoreszierenden Plasmas 
sem entstandene. farblose ein kreisrunder Schatten bemerkbar, der sich 
Vakuolen. bei Hellfelduntersuchung als Plasmavakuole 
erwies. In einer anderen Zelle kam dieses Ver- 
halten noch deutlicher zum Ausdruck, wie das Abb. 6 wiedergibt. Da die 
Plasmafluoreszenz fiir eine photographische Aufnahme bereits zu schwach 
war, wurde im Hellfeld eine Zeichnung angefertigt, die ganz deutlich zeigt, 
da® manche Zellbuchten nur von verquollenem Plasma erfiillt sind, in ande- 
ren wieder der Raum zwischen wandstandigem Plasma und der verfestigten 
Vakuole optisch leer erscheint. Zwischen diesen beiden Grenzfallen gibt es 
aber Ubergange.indem zwischen benachbarten Zellwandspornen verquollenes 
Plasma einen optisch leeren Raum umspannte. Gerade solche Beobachtungen 
lassen aber den Eindruck entstehen, als ob hier groBe Vakuolen im Plasma 
vorhanden waren, was fiir die Ansicht Kiisters (1939) sprechen wiirde, 
daB das Erscheinungsbild der Vakuolenkontraktion bei den Borraginaceen 
so zustande kime. daf das Plasma zuerst wohl aufquellen, dann aber stark 
vakuolisieren wiirde. Wie Kiister (1956, S. 555) berichtet, kénnen bei 
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anthocyanfiihrenden Allium-Zellen im Laufe der pathologischen Zytogenese 
im Plasma farblose Vakuolen entstehen. In jiingster Zeit beobachtete van 
der Merve (1959) vergleichbare Vorgiange bei der normalen Entwicklung 
der Bliitenblatter von Primula kemensis. 


b) Ubergangszellen 
Was nun die Ubergangszellen am Wundrand anlangt, so zeigt sich, da 
der der Wundstelle zugekehrte Vakuolenteil starker kontrahiert ist als die 
analoge Gegenseite (Abb. 7). Dementsprechend ist auch die Neutralrot- 
speicherung im Wundteil viel intensiver und nicht selten macht sich hier 


Abb. 7. Wundrandzellen zeigen an der der Wundstelle zugekehrten Seite starkere 
Vakuolenkontraktion: Gequollenes Plasma hat starkere Fluoreszenz, mattere Stellen 
sind neutralrot-gefarbtes Sol. 


auf der die Zellform getreu nachbildenden Vakuole eine kérnige Farb- 
stoffallung bemerkbar. Auch in diesen Zellen waren beziiglich des Plasmas 
die bereits bekannten Falle méglich, namlich ganzliche, teilweise oder keine 
Verquellung, wobei in den letzten beiden Fallen das Sol auch mit Neutral- 
rotspeicherung angetroffen werden konnte. Bei Plasmolyse hob sich der 
Protoplast im wundabgekehrten Zellteil von der Membran ab und nahm 
konvexe Form an, wahrend sich das Plasma des Wundpoles in die Buchten 
der sich nicht mehr verandernden, festen Vakuole zuriickzog und hier in 
Form leuchtender Punkte in Erscheinung trat. 

An Schnitten der unteren Epidermis wurden auch Umlagerungsversuche 
angestellt, bei denen mit Uranin gefarbte Praparate die Nacht iiber in 
Leitungswasser belassen wurden. Doéring (1935), Héfler-Ziegler- 
Luhan (1956) hatten niamlich beobachtet, daB in Allium-Plasma 
gespeichertes Uranin nach mehrstiindigem Wiassern der Schnitte nach der 
Vakuole hin abgegeben worden war. Enéckl (1960) erzielte denselben 
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Effekt bei Einwirkung schwach konzentrierter Ammonkarbonatlésungen. Bei 
Anchusa-Epidermen, die nach der Farbung zwoélf Stunden gewassert worden 
waren, hatie sich nun gezeigt, daf nur verquollenes Plasma, sofern es noch 
lebte, schwache Fluoreszenz aufwies, wahrend die intakten Flachenzellen 
fluoreszenzfrei waren. Da sich der Farbton der Vakuolen. nicht verandert 
hatte, war der Farbstoff entweder exosmiert oder seine Fluoreszenz ge- 
léscht worden. Die Zellen lebten, da sie normal plasmolysierbar geblieben 
waren. In einem Versuch, bei dem die Schnitte wahrend einer Stunde zwei- 
mal plasmolysiert und zwischendurch deplasmolysiert worden waren, war 
von einer Plasmafluoreszenz kaum noch etwas zu erkennen; da die Zellen 
noch normale Plasmolyseform zeigten, so wiirde dieses Verhalten wohl eher 
fiir eine Farbstoffexosmose als fiir eine Fluoreszenzléschung sprechen. 


Zusammenfassung 


1. Mit Hilfe der Fluorochromierung mit Uranin (Na-Fluoreszein) wurde 
der Zustand des Plasmas in den Zellen der Bliitenepidermen von Anchusa 
officinalis bei Vakuolenkontraktion, die durch Neutralrotspeicherung ausge- 
lést worden war, untersucht. 

2. In der Mehrzahl der Fille lag das Plasma als leuchtender Saum der 
Zellwand an. Es handelt sich um Synirese im Sinne Webers (1935), bei 
der sich der kolloide Zellsaft in einen festen Gel- und einen fliissigen Solteil 
scheidet (vgl. Abb. 2a). Diese Zellen sind normal plasmolysierbar, wobei 
das Sol verschwindet, so daB das Plasma dem Gel anliegt. in dessen Buchten 
es dann vorzugsweise in der Fluoreszenz in Form von grelleuchtenden 
Punkten in Erscheinung tritt (vgl. Abb. 2b). Bei Deplasmolyse abermals 
entstehende, sich vom Gel abhebende Solbasen dringen das Plasma wieder 
zur Wand zuriick. Der Solteil konnte in gewissen Fallen ebenfalls zur 
Neutralrotspeicherung befahigt sein, wobei dann in der Aufsicht die matt- 
griine Fluoreszenz des an den Periklinalwanden liegenden Plasmas von 
der Neutralrotfluoreszenz iiberdeckt wurde. 

3. In anderen Fallen kam es zu einer allgemeinen oder nur lokalen 
Plasmaquellung (vgl. Abb. 4 und 5), die sich bei Einwirkung von Plasmo- 
lytikum als teilweise oder ganz reversibel erwies. Ging die Entquellung, 
oft nur auf einige Zellbuchten beschrankt, rasch vor sich, so erlosch die 
Fluoreszenz sofort und das Plasma starb ab. Plasmabezirke, die nicht oder 
nur langsam entquollen, behielten dagegen ihre Fluoreszenz bei, die erst 
bei fortschreitender Nekrose an Intensitat einbiifte. 

4. Beobachtung an Zellen mit lokaler Plasmaquellung, die sich besonders 
im Wundfeld der unteren Epidermis fanden, lie®en den Eindruck ent- 
stehen, da sich im Plasma groffe, neue Vakuolen gebildet hatten, die den 
bei der synaretischen Zellsaftentmischung entstehenden ahnlich sehen (vgl. 
Abb. 6). 

5. Es scheint also bei den Borraginaceen zwei verschiedene Méglichkeiten 
einer Vakuolenkontraktion zu geben. Erstens eine synaretische Sol-Gel- 
Trennung des kolloidalen Zellsaftes, zweitens eine Verkleinerung der gal- 
lertigen Vakuole, mit der eine allgemeine Plasmaaufquellung Hand in 
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Hand geht, wobei dann im Plasma nachtraglich noch sekundire Vakuolen 
entstehen kénnen. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Karl Héfler, sei 
fiir die Anregung und stete Férderung dieser Arbeit herzlichst gedankt. 
Auch Herrn Dozent Dr. Helmut Kinzel gilt mein besonderer Dank, 
der mir immer beratend zur Seite stand. 
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Licht- und elektronenoptische Untersuchungen 
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(Eingegangen am 8. Februar 1960) 


I. Einleitung 


Die Beobachtung von Euler (1947, 1948), daB Karyopsen von Hordeum 
vulgare, die in einer Streptomycinlésung zum Keimen gebracht wurden, 
chlorophylldefekte Blatter hervorbringen, ist der Anstof# zu einer Reihe von 
Arbeiten gewesen, die sich mit dem Einflu® und den Wirkungsmechanismen 
von Streptomycin auf héhere Pflanzen beschaftigten. 

Die Hoffnungen, im Streptomycin eine Substanz zu besitzen. mit deren 
Hilfe sich gerichtete Plastidenmutationen durchfiihren lassen. haben sich 
nicht bestitigt, obwohl von Provasoli und Mitarb. (1948) streptomycin- 
induzierte Verlustmutanten bei Euglena beschrieben wurden und Dube 
(1952) mit Hilfe dieses Antibiotikums einen chlorophyllarmen Stamm von 
Chlorella vulgaris erhielt. 

Die Ursache des Antichlorophylleffektes durch Streptomycin sah Euler 
(1950) in einer chemischen Blockierung eines Enzymes, das an der Chloro- 
phyllsynthese beteiligt ist. Dieser chemischen Hemmung stellte er ausdriick- 
lich die genetische gegeniiber, die als Wirkungsmechanismus echter chloro- 
phylidefekter Mutanten anzusehen ist. Auf Grund weiterer Beobachtungen 
und physiologischer Untersuchungen bestand jedoch Veranlessung zu der 
Vermutung, da die Wirkung von Streptomycin auf héhere Pflanzen kom- 
plexer Natur ist. In diesem Zusammenhang muf erwahnt werden, daft 
Streptomycin ein gutes Fiallungsmittel fiir Nucleoproteide ist (Euler und 
Heller 1948). Da es mit diesen eine salzartige Verbindung einzugehen 
vermag. stcigt die fallende Wirkung mit der Zunahme der MolekiilgréRe 
der Nucleoproteide (Giuliano und Mitarb. 1954), Es lie®en sich auch 
isolierte Chloroplasten mit Streptomycin fallen (Bracco und Euler 
1947). obwohl einmal ergriinte Blatter mit Hilfe des Antibiotikums nicht 
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mehr gebleicht werden konnten'(Euler und Heller 1950, Euler 1953). 
Trotz seines hohen Molekulargewichtes wird Streptomycin durch die Wur- 
zeln aufgenommen. Offensichtlich erfolgt die Aufnahme sogar unter Ener- 
gieaufwand, da die Streptomycinwirkung sich durch Stoffwechselgifte 
(Pramer 1956) und Mangel an Energiereserven, hervorgerufen durch Ver- 
dunkeln der Pflanze, hemmen lat (Deken-Grenson 1955). Dye 
(1956) ermittelte an jungen Pfirsichpflanzen nach 72 Stunden in den unteren 
Blattern einen doppelt so hohen Streptomycingehalt als in der Ausgangs- 
lésung, in der die Pflanzen standen. Neben der schnellen Aufnahme wurde 
hier gleichzeitig demonstriert, da eine Speicherung des Antibiotikums in 
der Pflanze méglich ist. Auch Pramer (1956) beobachtete neben der Ab- 
hangigkeit vom pH-Wert und der Temperatur in bezug auf die Aufnahme- 
geschwindigkeit einen Kumulationseffekt bei Nitella clavata, der an eine 
begrenzte Kapazitat gebunden sein soll. Da die Bestimmung des Strepto- 
mycingehaltes in der Pflanze auf mikrobiologischem Wege erfolgte, geht 
ferner daraus hervor, da es seine antibiotische Aktivitat nicht verloren hat 
(Winter und Willeke 1951). 

Uber Wachstumshemmungen unter dem Einflu8 von Streptomycin ist 
wenig berichtet worden. V Avra (1956) erwihnte, da Wachstumshem- 
mungen bei Euglena nur sekundar durch mangelnde Photosynthese in Er- 
scheinung traten. Gray (1955) beobachiete cine mit der Streptomycin- 
konzentration zunehmende Hemmung des Wurzelwachstums von Tomaten- 
keimlingen. 

Auch cytclogische Untersuchungen an héheren Pflanzen, die mit Strepto- 
mycin behandelt wurden, fehlen fast vollstandig. Uber die Struktur der 
Plastiden aus streptomycinbehandelten Pflanzen wurden nur wenige und 
sich widersprechende Angaben gemacht. So vertraten Euler und Heller 
(1950) den Standpunkt, daf bei Hordeum vulgare eine Hemmung der Pla- 
stidenentwicklung auf einem chondriosomen-ahnlichen Stadium erfolgt. 
Deken-Grenson (1955) verlegte diese Hemmung auf das unigranulare 
Proplastidenstadium und postulierte eine morphologisch ungeschadigte und 
physiologisch intakte embryonale Zelle, da nach Fortfall des Streptomycin- 
einflusses die Pflanzen ihr Wachstum wieder aufnahmen. Signol (1954) 
beschrieb ebenfalls an der Gerste vakuolisierte und degenerierte Plastiden 
bei gleichzeitigem Zerfall der Chondriosomen. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit sollte es sein, durch cytologische 
Untersuchungen weitere Einblicke in den Wirkungsmechanismus des Strep- 
tomycins zu bekommen. 


I]. Material und Methode 

Die fiir die cvtologischen Untersuchungen verwendeten Samen von Sinapis alba 
stammten aus danischem Exportsaatgut. Die sich iiber etwa zwei Jahre hin- 
ziehenden Versuche wurden mit dem Material einer Ernte durchgefiihrt. Das in 
der Folge als Streptomycin (STM) bezeichnete Praparat war stets kristallines 
Dihydrestreptomycinsulfat der Firma Bayer-Leverkusen. Die Konzentrationsan- 
gaben beziehen sich auf dieses Produkt und sind nicht auf die freie Base um- 
gerechnet. Zur Anwendung gelangten stets frisch angesetzte und nicht sterilisierte 
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Lésungen in Leitungswasser, deren pH-Wert 7,1—7,3 in allen Konzentrationsstufen 
betrug. 

Die Kultivierung der Senfpflanzen erfolgte unter folgenden Bedingungen: 
Zur Keimung wurden die Samen in Petrischalen auf Filtrierpapier je 25 in 8 ccm 
Fliissigkeit (STM-Lisung oder Leitungswasser) ungequollen eingebracht. Nach 12- 
bis 15stiindiger Dunkelperiode standen sie bei 20—22°C und 3000Lux weifem 
Dauerlicht, bis sich die Cotyledonen zu entfalten begannen, was je nach Jahreszeit 
drei bis fiinf Tage dauerte. Die Einwirkungszeiten des STM paften sich den Kei- 
mungszeiten an, da nur aktive Meristeme von dem Antibiotikum beeinflu8t wurden 
und das Eindringen in alle Zellen ge- 
wihrleistet werden sollte. War eine 
langere Kultivierung beabsichtigt, so 
wurden die jungen Pflanzen anschlie- 
Rend gut mit Wasser abgespiilt und in 
Gartenerde bei nicht geanderten Licht- 
und Temperaturbedingungen umge- 
pflanzt. 

Bis zu diesem Zeitpunkt waren im 
Wachstum der Pflanzen noch keine 
deutlichen Unterschiede zu erkennen. 
Die STM-Chlorosen traten jedoch deut- 
lich in Erscheinung. Wahrend die Coty- 
ledonen der Kontrollen ergriinten, blie- 
ben STM-behandelte Pflanzen zunichst 
gelblich und wurden dann weif. Auf 
der Blattunterseite und am Hypocotyl 
war cine auffallende Anthocyanbil- 
dung zu erkennen. 

Um Keimlinge irreversibel zu schi- 
digen, wurde eine STM-Konzentration 
von 1:1000 in Leitungswasser gewahlt. 
Bei dieser Konzentration zeigten alle 
Pflanzen die Chlorose, bildeten vom 12. 
bis 14. Tage nekrotische Stellen an den 
Blattanlagen und waren _ spiatestens 
nach 21 Tagen eingegangen. Die Ent- 
wicklung der Pflanzen ging nie iiber 
eine Streckung des Hypocotyls und 
eine héchstens bis 1mm ausgewachsene 
Plumula im SproBmeristem und eine 
bis zu 25mm lange Primérwurzel ohne Anlage von Seitenwurzeln hinaus (Abb. 1). 

Bei STM-Konzentrationen von 1: 1000 bis 1 :100000 traten in zunehmendem 
Mafe reversible Chlorosen der Cotyledonen mit nachfolgendem Auswachsen der 
Plumula und normalem Ergriinen der Folgeblatter auf. Um ergriinungsfahiges 
Material zu erhalten, wurde eine STM-Konzentration von 1 : 50000 gewahlt, bei der 
etwa je ein Drittel der Pflanzen irreversibel, reversibel oder nicht geschédigt waren. 
Fiir die Fixation wurden Pflanzen mit schwach ausgewachsener Plumula aus- 
gesucht, deren Cotyledonen zu ergriinen begannen. Fiir die cytologischen Unter- 
suchungen wurden sowohl gleichaltrige Kontrollen als auch solche, deren Ent- 
wicklungszustand den STM-geschidigten entsprach, herangezogen. 

Die Vitalitat bzw. Pramortalitét der untersuchten Zellen wurde durch 


Abb. 1. 14 Tage alte Sinapsis-alba-Keim- 
linge. Links die Kentrollen, rechts zwei 
Pflanzen, die 3 Tage mit STM 1 : 1000 
vorbehandelt wurden. Die chlorotischen 
Cotyledonen, die nicht angewachsene 
Plumula, die schwache Streckung des 
Hypocotyls und das geringe Wurzel- 
wachstum sind gut zu erkennen. Zwei 
Drittel der nat. GréBe. 
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Plasmolyse mit 0,6mol KNO, und 0,8 mol Glucose nachgewiesen. Genauere Ergeb- 
nisse lieferte die Vitalfluorochromierung mit Acridinorange nach Strugger (1940). 

Als optische Ausriistung fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen 
stand ein Ortholux der Firma Leitz mit den Trockenobjektiven 25:1 n. A. = 0,50 
und 45:1n.A.=0,65 sowie die Olimmersionsobjektive 100:1 n. A. = 1,30 und 
1/16 Fl. 114:1 n. A. = 1,32 zur Verfiigung. Fiir die photographischen Aufnahmen 
wurde eine Leica 1 ¢ mit einem Mikroaufsatz der Firma Zeiss-Winkel und als Film- 
material Agepanfilm der Firma Agfa-Leverkusen verwendet. 

Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen diente eine Philips Queck- 
silber-Héchstdrucklampe CS 150 als Erregerlichtquelle. Als Filter bewahrten sich 
UV-Filter 2+ 4mm (UG 1) in Verbindung mit dem Okularsperrfilter OG 1 2,5 mm 
und einem Fliissigkeitsfilter aus 3%iger CuSO,-Lisung. 

Fiir die elektronenoptischen Untersuchungen erfolgte die Anzucht 
der Pflanzen und die Entnahme des Materials in der gleichen Weise, wie oben be- 
schrieben. Das Freipraparieren des Vegetationskegels erfolgte unter einer zehnfach 
vergréRernden binokularen Lupe, soweit es ohne mechanische Beschadigung des 
Meristems und ohne traumatische Einfliisse durch den Wundreiz méglich war, was 
durch das Vorhandensein von Pflanzenschleim an den jiingsten Folgeblattern 
sehr erschwert wurde. Die Fixation erfolgte zwei Stunden lang in veronalacetat- 
gepuffertem 1%igem Osmiumtetroxyd, das auf pH 7,2 eingestellt war, bei + 4°C. 
Dabei wurde so verfahren, daf zuniachst mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe das 
Fixationsmittel infiltriert wurde, um ein schnelleres Eindringen des Agens zu er- 
reichen; dann wurde das OsQO, gewechselt. 

An die Wasserung in Aqua dest. schlo& sich eine Kontrastierung in 1%igem 
waBrigen Uranylacetat (Strugger 1956a) an. Dann wurde in iiblicher Weise 
iiber Athylalkohol entwissert, in einem Gemisch von Methyl- und Butylmetacrylai 
2:8 eingebettet und 24 Stunden bei 47°C polymerisiert. 

Die Anfertigung der Ultradiinnschnitte erfolgte mit dem Ultramikrotom von 
Sjéstrand (Stahlmesser) sowie mit dem Ultramikrotom von Leitz (Diamant- 
und Glasmesser). Die elektronenoptischen Aufnahmen wurden mit einem Elmiskop 
Ia der Firma Siemens durchgefiihrt!. Die Strahlspannung betrug immer 60 kV. 


Ill. Die Plastidenentwicklung 


Die unbeeinflu&te ontogenetische Plastidenent- 
wicklung 

Die von Schimper (1883) und Meyer (1883) geforderte Kontinuitat 
der Chloroplasten kann nach dem heutigen Stand der Forschung nicht mehr 
in Zweifel gezogen werden. Auch das lichtmikroskopisch von Strugger 
(1950, 1953, 1954a, b) beobachtete Proplastid mit einem Primargranum in 
einem amdboiden Stroma als jiingste und ontogenetisch einfachste Form 
der Chloroplasten wird licht- und elektronenoptisch von vielen Autoren 
bestatigt (BOing 1955, Fasse-Franzisket 1955, Grave 1955, 
Kaja 1956, Leyon 1954, Miihlethaler 1956, Heitz 1956.Strug- 
ger 1957b). Die ontogenetische Entwicklung der somatischen Plastiden ist 
jedoch bei dikotylen Pflanzen bis jetzt nur wenig untersucht worden 


1 Fiir die Durchfiihrung der elektronenoptischen Aufnahmen danke ich Fr. 
R. Hérig, Elektronenmikroskopische Abteilung der Universitat Miinster, Leitung 
Dozent Dr. L. Reimer. 
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(Strugger und Perner 1956), und der Feinbau der Chloroplasten in 
elektronenoptischen Dimensionen ist noch nicht restlos geklart. Es erwies 
sich deshalb als notwendig, Kenntnis von der normalen ontogenetischen 
Plastidenentwicklung zu erlangen, um die Formen der Hemmungen und 
Schadigungen durch den Einflu® von STM beurteilen zu kénnen. Das zur 
cytclogischen Untersuchung gelangende Material wurde zu allen Jahres- 
zeiten kultiviert und war zum Zeitpunkt der Fixation 3 Tage bis 6 Wochen 
alt. Unterschiede in der Plastidenentwicklung, die durch die Jahreszeit 
oder das Alter der Pflanzen bedingt 
waren, konnten nicht festgestellt 
werden. Fiir die lichtmikroskopi- 
schen Untersuchungen bewihrten 
sich als Fixationsmittel Gemische 
nach Flemming-Heitz und 


Abb. 2. Langsschnitt durch die SproBachse einer 10 Tage alten unbehandelien Pflanze. 
Die Meristembereiche im Sprof und in den Wurzelanlagen treten durch den 
Reichtum an Proteplasma und die dadurch bedingte intensive Farbung hervor. 
Flemming-Heitz/Hamatoxylin n.H.; Vergr. 100fach. 
Abb. 3. Unigranulare, améboide Proplastiden aus dem Sprofmeristem (Abb. 3 a) 
und den Blattanlagen (Abb. 3b) einer 5 Tage alten unbehandelten Pflanze. Die 
gestrichelte Linie in der Handzeichnung deutet ein Stairkekorn an. Alt mann/ 
Sadurefuchsin n. A.; Vergr. 1400fach. 


Altmann-Romeis (1948) in gleicher Weise gut. Die Fixationszeiten 
betrugen sieben bis zehn Stunden. Nach der Wasserung wurde dann iiber 
Athylalkohol und Methylbenzoat in Paraffin eingebettet. Wegen der gerin- 
gen Gréfe der Meristemzellen wurde die Schnittdicke auf 4 u eingestellt. 

Zur Darstellung der Plastiden, insbesondere ihrer Grana, wurde mit 
Saurefuchsin nach Altmann gefarbt und mit Lichtgriin gegengefiarbt 
sowie die Farbung mit Eisenhamatoxylin nach Heidenhain verwendet. 
Im ersten Fall zeigten die Grana eine kriaftig rote und das Stromaplasma 
eine diffuse griine Farbung, bei der zweiten genannten Farbemethode waren 
die Grana dunkelblau bis schwarz und das Stromaplasma diffus blau 
gefarbt. 
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a) Ergebnisse 
Der mediane Langsschnitt durch die Sprofachse junger und alterer Pflan- 
zen zeigte in gleicher Weise, dafi die ur- und postmeristematische Zone nur 
sehr klein ist (Abb. 2). Die Zellen hatten eine kubische Gestalt mit einer 
Kantenlange von 6 « bis 8 « und waren fast vollstandig vom Zellkern aus- 
gefiillt. In den jungen Blattanlagen, die eine Lange von 400 bis 500 u er- 
reicht hatten, waren nur noch kleine urmeristematische Bezirke zu finden. 


Abb. 4. Ultradiinnschnitt aus dem Urmeristem des Sprosses einer unbehandelten 

Pflanze. Es bedeuten: Pl = Plasmodesmen, G = Golgi-Apparat, Pp = Proplastid mit 

drei scharf begrenzten Vakuolen (Pov), K = Zellkern mit doppelt konturierter Kern- 

membran und Nucleolus (N), L = Lipoidtropfen und Cy = Cytoplasma, das an 

der bezeichneten Stelle besonders deutliche Cytonemata erkennen la8t. V = Eine 

der wenigen, sublichtmikroskopisch kleinen Vakuolen. OsO,/Uranylacetat; Pr.- 
Vergr. 8000fach. 


Die jiingsten Plastidenformen waren auch bei Sinapis alba Proplastiden 
mit einem lichtmikroskopisch scheibchenférmigen Primargranum in einem 
amoéboiden Stromapiasma (Abb. 3). Ihre Gestalt war meist keulenférmig: 
in ihrer langeren Achse erreichten sie selten héhere Werte als 1,0 u, waihrend 
die Breite zwischen 0,4 « und 0.8 « schwankte. Da Starke auch bei den post- 
meristematischen unigranularen Proplastiden unter den angegebenen Kul- 
turbedingungen relativ selten gefunden wurde, bestimmte das etwa 0,4 4 

Protoplasma, Bd. LII/4 39 
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im Durchmesser betragende, stark farbbare Primargranum haufig die brei- 
teste Stelle des Plastids. In den meristematischen Zellen der Blattanlagen 
waren grundsatzlich gleiche Formen und Gréen der améboiden Propla- 
stiden zu finden, doch schienen hier die Primargrana im allgemeinen etwas 
groBer zu sein. 

In Uliradiinnschnitten kénnen Urmeristemzellen an der Gréfe der Zel- 
len, an der Relation Zellkern zu Zellvolumen und besonders an der dichten 
Lagerung des Cytoplasmas und dem Vorhandensein nur weniger, sublicht- 
mikroskopischer Vakuolen erkannt werden (Abb. 4). 


Abb. 6. 


Abb. 5. Zwei Proplastiden einer unbehandelten Pflanze. Oben Primargranum in 
Flachenansicht, unten im Profil (mit Pfeil markiert). OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 
8000fach. 


Abb. 6. Primargranum in Aufsicht. .Elementareinheiten* homogen osmiophil und 
in Reihen geordnet. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. 


Die in diesem Bereich angeschnittenen Plastiden entsprachen in Form 
und Gréfe den im Lichtmikroskop beobachteten. Die sublichtmikroskopische 
Feinstruktur zeigte eine doppelt lamellierte Plastidenmembran, die das 
Stromaplasma umsdhlieft. Das Stromaplasma war schwicher kontrastiert 
als das Cytoplasma, lockerer gebaut und haufig fanden sich undeutlich be- 
grenzte .leere~ Raume. Im Stromaplasma eingeschlossen, lag ein nicht immer 
angeschnittener stark osmiophiler und uranophiler Kérper, dessen Dimen- 
sionen den lichtmikroskopischen Angaben iiber den Durchmesser eines Pri- 
margranums entsprachen. Im Profil wurden Lamellenlagen aus einer wech- 
selnden Anzahl von Schichten gefunden, wahrend in der Aufsicht globulare, 
regelmafig in Reihen geordnete ..Elementareinheiten* (Perner 1957) zu 
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erkennen waren. Sie hatten einen Durchmesser von 80 bis 100 A und waren 
homogen osmiophil (Abb. 5 und 6). 

Die Entwicklung vom améboiden, unigranuliren Proplastid zum aus- 
differenzierten Chloroplasten erfolgte, bedingt durch den kleinen Meristem- 
bereich, in einem raumlich engbegrenzten Bezirk. Aus demselben Grunde 
wurden Jungplastiden mit 2—5Grana lichtmikroskopisch nur selten ge- 
funden. Die Entwicklung wurde durch einen Verlust der Améboidie einge- 


> 5 5 
; ae 
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Abb. 7. Aspekt des Protoplasten aus einer Postmeristemzelle. Das Cytoplasma ist 

aufgelockert und von vielen kleinen Vakuolen durchsetzt. Es bedeuten: Ch = Chon- 

driosomen und P = Plastid im Stadium beginnender Sekundargranabildung; sonst 
wie in Abb, 4. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 8000fach. 


leitet. Plastiden mit zwei Grana zeigten bereits deutlich eine ellipsoide 
Form, die auch bei Fehlen von Starke in Erscheinung trat. Fiir die Jung- 
plastiden wurden GréRen von 1,5 bis 2,5 « gemessen. Auch hier konnien keine 
Unterschiede zu den Plastiden in den Blattmeristemen festgestellt werden. 

Die Postmeristemzellen waren gréRer als die Urmeristemzellen und 
erreichten eine Lange bis zu 20 u. Elektronenoptisch waren sie an ihrem 
aufgelockerten Cytoplasma und an den zahlreichen kleinen oder bereits 
zusammenflieBenden gréReren Vakuolen zu erkennen. Haufig waren gerade 
in diesem Stadium der Entwicklung zahlreiche Golgi-Kérper mit reichlich 
abgeschniirten Blaschen in den Zellen zu erkennen (Abb. 7). 

39* 





588 W. Rossner 


Die Plastidenentwicklung begann mit einer Langsaufspaltung der La- 
mellen des Primirgranums zu einem Lamellenpaket, aus dem seitwirts 
neue Lamellen herauswuchsen, bis sie das ganze Plastid erfiillten (Abb. 8 
und 9). Die Breite der Doppellamellen lag in allen Entwicklungsstadien 
der Plastiden zwischen 80 und 120 A. 


Abb. 8. Proplastid beim Beginn der Triagerlamellenbildung. Von dem nur teilweise 
angeschnittenen Primargranum gehen mehrere noch stark flexible Doppellamellen 
aus. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 8000fach. 


Als nachstes Entwicklungsstadium erfolgte dann die Bildung von Sekun- 
dargranalamellen in Verbindung mit den Tragerlamellen an gleichen Orten 
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Abb. 9. Proplastid mit Primairgranum im Profil und Tragerlamellen. OsO,/Uranyl- 
acetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. 


iibereinander zu annahernd gleicher Zeit. Auf diese Weise entstand die 
zuerst von Strugger (1950, 1951) lichtmikroskopisch beobachtete geld- 
rollenartige Anordnung der Grana. Durch Vakuolen und Starkeein- 
schliisse traten haufig sekundar Lageveranderungen der Granapakete 
auf, so daB ihre senkrechte Lagerung zueinander nicht mehr genau zu ver- 
folgen war. 
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b) Besprechung der Ergebnisse 

Die iiberwiegend elektronenoptisch an Ultradiinnschnitten durchge- 
fiihrten Untersuchungen zur unbeeinfluBten ontogenetischen Plastidenent- 
wicklung bei Sinapis alba fiihrten zu dem Ergebnis, daf keine prinzipiellen 
Unterschiede gegeniiber der Plastidenentwicklung anderer Angiospermen 
vorliegen. Das von Miihlethaler (1956) aufgestellte Schema hat seine 
Giiltigkeit auch fiir das hier untersuchte Objekt. Unterschiede ergaben sich 
jedoch fiir den sublichtmikroskopi- 
schen Feinbau des Primirgranums. 

Die zuerst an Monocotylen beob- 
achtete kristallgitteriihnliche Struk- 
tur des Primirgranums (Leyon 
1954), die spiater auch fiir die 
Dicotylen nachgewiesen werden 
konnte (Heitz 1956), bestiitigte sich 
auch fiir Sinapis alba. Im Gegensatz 
zu den Beobachtungen an Chloro- 
phytum (Perner 1956) sind hier die 
Elementareinheiten kleiner (unter 
100 A), dichter gelagert sowie ho- 
mogen osmiophil und uranophil. 
Auferdem konnte keine gitterartige 
Verbindung untereinander, sondern 
nur Lagerung in parallel angeord- 
neten Reihen festgestellit werden. 
Abb. 10. die SproB- 
achse einer 14 Tage alten irreversibel 
durch STM geschadigten Pflanze. Die 


Diese Feinstruktur erinnert da- 
mit mehr an die Beschreibung von 
Sitte (1958) fiir das Primiargra- 
num von Pisum sativum, wo die SproRspitze hat sich kegelférmig ge- 
Elementareinheiten ebenfalls sehr  streckt; die Blattanlagen beginnen von 
klein (58 A) und homogen osmio- der Spitze her zu degenerieren. F le m- 
phil sind, doch voéllig ungeordnet ming-Heitz/Hamatoxylin n. H.; 
liegen sollen. Vergr. 100fach. 

2, Die Plastidenentwicklung in irreversibel durch 
STM geschadigten Pflanzen 


Wurden Samen von Sinapis alba 3 Tage lang in einer STM-Lésung 
1: 1000 in Leitungswasser zur Keimung gebracht, gut abgespiilt und in 
Gartenerde weiterkultiviert, so zeigten sich in den Pflanzen bereits 3 Tage 
spater, kurz nachdem sich die Cotyledonen entfaltet hatten, deutliche Ver- 
ainderungen im Meristembereich. 


Der mediane Langsschnitt durch die Sprofachse 35 Tage alter irreversibel 
durch STM geschadigter Senfpflanzen lie lichtmikroskopisch bis in die 
Scheitelzone keine Zellgruppen erkennen, die als Urmeristemzellen be- 
zeichnet werden konnten. Die Zellgruppen, die ihrer Lage nach mit den 
Urmeristemen vergleichbar waren, erreichten meist eine GréRe von 10 bis 
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15 wu. Sie waren stets von mehreren Vakuolen erfiillt, und das Cytoplasma 
war wie in den iibrigen, alteren Zellen kérnig und haufig verklumpt, was 
die Beobachtung sehr erschwerte. Die Begrenzung des gesamten Meristem- 
bereiches zur Streckungszone war undeutlich, doch gréenordnungsmaBig 
mit dem der Kontrollpflanzen iibereinstimmend (Abb. 10). Wurde die mit 
STM vorbehandelte Pflanze in Gartenerde weiterkultiviert, so konnten 
vom 14. Tage an nekrotische Stellen an den Cotyledonen und Blattanlagen 
beobachtet werden, und die Pflanze ging nach weiteren vier bis sechs Tagen 
ein. 


Abb. 11. Lichtmikroskopische Aufnahmen von Plastiden aus Pflanzen, die irre- 
versibel durch STM geschidigt wurden. Abb. 11a: Unigranuléire Form aus dem 
Spro® einer 11 Tage alten Pflanze. Altman n/Saurefuchsin n. A.; Vergr. 1400fach. 
— Abb. 116: Unigranulaire Form aus der Blattanlage einer 11 Tage alten Pflanze. 
Altmann/Hamatoxylin n. H.; Vergr. 1600fach. — Abb. 11c¢: Plastid mit drei 
unterschiedlich grofen Grana einer 10 Tage alten Pflanze. Al tmann/Hamatoxylin 
n. H.; Vergr. 1200fach. — Abb. 11d: Plastiden ohne Granum aus einer 8 Tage alten 
Pflanze. Alt mann/Hamatoxylin n. H.; Vergr. 1300fach. 


Die Plastiden wurden vornehmlich in diesem Endstadium der Entwick- 
lung von irreversibel geschadigten Pflanzen wenige Tage vor dem Absterben 
der ersten Zellkomplexe untersucht, da es so méglich war, alle vorkom- 
menden Plastidenformen in einer Pflanze zu beobachten. 

Wie die lichtmikroskopischen Beobachtungen zeigten, waren die jiingsten 
Formen der Plastiden auch hier Proplastiden, die deutlich ein Primargra- 
num besafen (Abb. 11 b). Ihre Lange betrug in den urmeristem-analogen 
Zonen wie bei den Kontrollen durchschnittlich 0,9 «?: im Postmeristem 
wurden haufig auch solche von 1.0 bis 1.5 « gefunden. Die Form war stets 
oval bis rund, so daft nie Breiten unter 0,7 « gemessen werden konnien. Ihre 
Anzahl pro Zelle schien nicht geringer als bei den Kontrollpflanzen zu sein; 


2 Alle Zahlenangaben iiber Plastiden- und GranagréBen in lichtmikroskopischen 
Untersuchungen sind das Ergebnis von mindestens 100 Einzelmessungen. 
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auch wurden iibereinstimmende GréBen der Primargrana ermittelt, die fast 
immer eine terminale Lage einnahmen. Das Stromaplasma war in den 
meisten Fallen nur gering ausgebildet, die gréBere Flaiche wurde von 
einem optisch leeren Raum eingenommen, der weder mit Lugolscher 
Lésung noch mit Gentianaviolett nach Tannin- und Brechweinstein-Vor- 
behandlung (N émec 1906) eine Starkereaktion zeigte. 


Abb. 12a: Gewebe aus dem Ubergangsgebiet zur Streckungszone eines irreversibel 

durch STM geschadigten Sprosses. Mit P,; wurde ein unigranuliares Plastid mit Pri- 

margranum in Aufsicht und mit P, ein in der gleichen Zelle liegendes, gréferes 

Plastid mit Tragerlamellen markiert. Die iibrigen Bezeichnungen wie in Abb. 4 
und 7. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 2800fach. 


Die Variabilitat alterer Plastidenformen war sehr groB, wobei auch 
Unterschiede innerhalb einer Zelle beobachtet wurden (Abb. 12), Sowohl 
im Postmeristem als auch in der Streckungszone wurden unigranulire 
Formen und solche mit mehreren Grana gefunden (Abb. 11 c). 


Ihre Grana lagen auch hier peripher an der Plastidenmembran und 
hatten haufig eine unterschiedliche GréBe. Besonders in der Streckungszone 
wurden daneben blasige, runde Plastiden gesehen, die mit Eisenhamato- 
xylin nach Heidenhain eine auffallend kraftige Farbung der Peripherie 
zeigten, etwa 2 bis 3 w im Durchmesser besafen und weder mit Haimatoxylin 
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noch mit der Saurefuchsin-Farbung nach Altmann ein Granum er- 
kennen lieBen (Abb. 11d). 
Elektronenoptische Aufnahmen bestitigten das Vorhandensein unigranu- 
lairer Plastiden in STM-geschiadigten Pflanzen. Das Primargranum unter- 
schied sich weder in der GréBe noch in der 
Feinstruktur von den in den Kontrollen auf- 
gefundenen (Abb. 12). Ferner wurden Plasti- 
den beobachtet, in denen neben dem Primiir- 
granum vollstindig oder unvollstindig aus- 
- gebildete Tragerlamellen meist der Plastiden- 
ms membran genihert lagen. Auch diese Plastiden 
diirften lichtmikroskopisch als unigranulir 
angesprochen werden (Abb. 13). Das Stroma- 
plasma war meist nur sehr gering ausgebildet. 
Es lag in diinner Schicht der Plastidenmem- 
shebiiiie die eke bran ianen an oder umgab das Granum oder 
sihdhd: sm Deen ta: nel die lriigerlamellen, soweit sie noch zur Aus- 
digten Pflanzen. Pr.-Vergr. bildung gekommen waren. 
15.000fach. Die weitaus gréfere Zahl jedoch, der 
in irreversibel durch STM geschidigten 
schadigten Pflanzen angeschnittenen Plastiden, besa keine Struktur, die 
mit einem Primir- oder Sekundargranum identifiziert werden konnte. Wenn 
auch die Méglichkeit im ein- 
zelnen Fall nicht ausgeschlos- 
sen werden kann, daft zu- 
fallig ein solches Granum 
nicht angeschnitten wurde, 
so besteht doch durch Unter- 
suchung von Serienschnitten 
und an Hand von Vergleichen 
mit den Befunden an Kon- 
trollpflanzen sowie mit den 
lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen kein Zweifel an 
der Existenz granaloser Pla- 
stiden (Abb. 14). Ihre Ent- 
stehung ist mit einer Hem- 


ed 
Abb. 12b: Das unigranulire 
Plastid P, aus der Abb. 12a 
in stairkerer Vergréferung. 
Die glebularen ..Elementar- 


Abb. 13. Ein irreversibel geschadigtes Plastid. 
Das Primargranum ist im Profil getroffen. Sein 
mung und Schidigung beim Durchmesser betragt 450 u. die Héhe 120 u. Acht 
Ubergang vom Pro- zum _ osmiophile Lamellenschichten von 80 bis 120A 
Jungplastid zu erkliren. Da- — Dicke sind neben schwach ausgebildeten Bruch- 
bei kommt es zum Auswach- _ stiicken von Tragerlamellen zu erkennen. OsO,/ 
sen von Trigerlamellen, de- Uranylacetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. 


ren Zahl und Ausprigung 

sehr variabel sein kénnen, das Primargranum wird abgebaut, doch Sekun- 
dargrana bilden sich nicht. Da die Tragerlamellen sublichtmikroskopisch 
dimensioniert sind, erscheint ein solches Plastid im Lichtmikroskop granalos. 
Wie sich mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes nachweisen lief, zeigten 
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auch die granalosen STM-geschadigten Plastiden, wie die mit Grana verse- 
henen, eine deutliche primaire Rotfluoreszenz, die jedoch, da sie nicht auf 
bestimmte Orte lokalisiert ist, diffus erschien. 

Nach der elektronenoptischen Beobachtung von Plastiden, die nur Tri- 
gerlamellen enthalten, mu den lichtmikroskopisch beobachteten Plastiden 
mit 2 bis 3 Grana eine in der ontogenetischen Entwicklung héhere Stufe zu- 
gewiesen werden. Bei diesen Plastiden ist keine totale Hemmung der Sekun- 
dargranabildung eingetreten, da sie noch im beschrankten Umfange und 
meist deutlich gestért und ungeordnet nachzuweisen war. 


Abb. 14a: STM-geschidigtes Plastid ohne Granum, wenig Stromaplasma und Lamel- 

len. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. — Abb. 14b: STM-geschadigtes Pla- 

stid ohne Granum. Auch Lamellen und Stromaplasma sind kaum vorhanden. 
Gr = osmiophile Granula. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. 


3. Lichtmikroskopische Beobachtungen an reversibel 
geschadigten Plastiden 

Zur Untersuchung gelangten Pflanzen, die drei Tage in Petrischalen mit 
einer STM-Lésung 1 : 50000 in Leitungswasser zur Keimung gebracht und 
anschliefend in Gartenerde weiterkultiviert wurden. Die Fixation erfolgte 
zu dem Zeitpunkt, da die Cotyledonen zu ergriinen begannen, was zwi- 
schen dem 13. und 15. Tage geschah. Die Plumula war noch nicht ausge- 
wachsen und deutlic: weiff. Da bei der angegebenen STM-Konzentration 
nur etwa ein Drittel der Pflanzen den beschriebenen Bedingungen folgte, 
mute eine entsprechende Auswahl getroffen werden. 

Gefarbte mediane Langsschnitte durch die Sprofkachse zeigten einen 
Meristembereich, der sich in Lage, Form, Grée und Auspragung der Einzel- 
zellen nicht von denen der Kontrollen unterschied. Die nahere lichtmikro- 
skopische Untersuchung ergab, daff im Urmeristem ausschlieflich unigranu- 
lire Proplastiden von améboider Form, wie bei den Konirollen, zu beob- 
achten waren. Ihre Gréfe stimmte ebenfalls mit denen der Kontrolle iiber- 
ein. Auch im nachfolgenden Postmeristem wurden nur Formen von Plasti- 
den mit einem Granum gefunden, die jedoch durchschnittlich etwas gréRer 
waren und ihre Amdboidie verloren hatten. Sie glichen damit morpho- 





594 W. Rossner 


logisch den Plastiden, wie sie in irreversibel geschadigten Zellen gefunden 
wurden. An vergleichbaren Icci der Kontrollen lagen hier haufig schon 
ausdifferenzierte Chloroplasten vor. 

Der weitere Verlauf der Entwicklung war in den einzelnen Zellen sehr 
unterschiedlich. Im spaten postmeristematischen Bereich wurden neben Zellen 
mit multigranularen Plastiden andere gefunden, die auffallend rund waren, 
einen Durchmesser von 2 « hatten und ein oder mehrere Grana erkennen 
lieBen. Granalose Plastiden konnten nie beobachtet werden. 


Alle aufgefundenen Plastiden waren reich an Stromaplasma, das sich 
diffus mit Eisenhaimatoxylin und Lichtgriin farbte. Auch der Nachweis von 
Starke konnte gefiihrt werden; ihr Auftreten schien nicht geringer als in 
den Kontrollen zu sein. 


V. Elektronenoptisch analysierbare Strukturen unter STM-Einflu8B 


Mit dem Auftreten der STM-Chlorosen wurde regelmaBig ein Stagnieren 
im Wachstum der Pflanze beobachtet, dessen Reversibilitat streng parallel 
zu jener bei den Chlorosen verlief. Daraus mute gefolgert werden, daf 
die Wirkung des STM iiber eine Beeinflussung der Chloroplasten hinaus- 
ging. Langsschnitte durch die Sprofachse STM-behandelter Pflanzen zeigten 
bereits eine Reduzierung und lichtmikreskopisch sichtbare Verainderung des 
Cytoplasmas der Meristemzellen. 

An Ulitradiinnschnitten sollte nun versucht werden, cytomorphologisch 
definierbare Veranderungen, die durch den Einflu@® von STM entstan- 
den waren, herauszustellen. Als Material wurde das bei den Plastiden- 
untersuchungen angegebene Material und gleichaltrige Wurzelspitzen ver- 
wendet. 

Die Chondriosomen zeigten einen sublichtmikroskopischen Fein- 
bau, wie er erstmalig von Palade (1952) und spiater u. a. von Perner 
(1957), Heitz (1957) und Sitte (1958) fiir pflanzliche Zellen beschrieben 
wurde. In Zellen, die mit STM irreversibel geschidigt waren, konnten keing 
Anomalien der Chondriosomen festgestellt werden. Auch ihre Zahl war 
gegeniiber den Kontrollen nicht deutlich verandert. 


Die zuerst von Hodge und Mitarb. (1956) in pflanzlichen Zellen nach- 
gewiesenen und von Strugger (1957c) und Perner (1957 und 1958) 
beschriebenen Golgi-Apparate bestanden in den Zellen von Sinapis 
alba aus Paketen von vier bis acht Doppellamellen, die eine Lange von 
0,3 bis 1.0 uw hatten. In den Wurzelspitzen traten kiirzere und dichter gepackte 
Lamellen auf als im Sprof. Postmeristematische Zellen fielen durch ihre 
grofen Blaschen an den Enden der Golgi-K6érper auf (vgl. Abb. 7): die Zahl 
der aufgefundenen-Golgi-Kérper war dort auch gréfer als in den Urmeri- 
stemzellen. 

In den jiingsten Zellen irreversibel durch STM geschidigter Pflanzen 
lieBen sich ebenfalls Golgi-Apparate nachweisen. Sie unterschieden sich 
von den in ungeschadigten Zellen beobachteten durch die lockere Schichtung 
der Lamellen. deren Zah] nie iiber fiinf Doppellamellen lag. In Geweben, die 
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mit dem Postmeristem verglichen werden konnten, setzte dann Degeneration 
ein, in deren Verlauf sich die Lamellen voneinander trennten und’ frag- 


Abb. 15. Golgi-Apparate aus STM-geschadigten Zellen. Die Auflésung erfolgt durch 
fortschreitende Abblatterung der Doppellamellen. OsO,/Uranylacetat. Pr.-Vergr. 
Abb. 15 a = 15.000fach, 15 b = 8000fach. 


mentierten (Abb. 15). In alteren Zellen fanden sich nur sehr selten gut 
erhaltene Golgi-Apparate. 





or 
4% 

Abb. 16. Plasmawandbelag aus zwei irreversibel geschaédigten dlteren Zellen. 

P = Anschnitt eines 2 groBen Plastids mit Lamellenbiindel, umgeben von wenig 

Stromaplasma. Cy = Cytoplasma mit charakteristisch ausgepragten Cytonemata. 

Pl = Plasmodesmenverbindung aus kordelig gewundenen, langgestreckten fadigen 
Elementen. OsO,/Uranylacetat; Pr.-Vergr. 15.000fach. 


Die von Strugger (1956b, 1957 c) beschriebenen Cytonemata 
als disperse Phase in einem elektronenoptisch hyalinen Dispersionsmittel 
konnten auch in allen Zellen von Sinapis alba beobachtet werden, Die von 
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Strugger fiir die Meristemzellen der Wurzelspitze von Allium cepa 
angegebenen Dimensionen trafen gréRenordnungsmafig auch bei dem hier 
untersuchten Objekt zu. Die Mittelwerte aus 130 bis 150 Einzelmessungen 
ergaben fiir den Fadendurchmesser 150 bis 200 A, fiir die Schraubendurch- 
messer 360 bis 400 A und fiir die Ganghéhe 270 bis 300 A. 

In STM-geschidigten Zellen konnten die Cytonemata trotz des licht- 
mikroskopisch retikularen und vakuoligen Aspektes des Cytoplasmas eben- 
falls kontrastreich dargestellt werden (Abb. 16). [Thre Anzahl war ent- 
sprechend der Auspragung des gesamten Plasmas geringer, die Verteilung 
wie bei den Kontrollen statistisch isotrop. Messungen an 110 Cytonemata 
aus STM-geschadigten Pflanzen ergaben keine abweichenden Dimensionen 
zu den Kontrollen. 

Der Nachweis von Plasmodesmen, der erstmalig von Strugger 
(1957 a) fiir Meristemzellen elektronenoptisch gefiihrt werden konnte, gelang 
in SproR- und Wurzelmeristemen gesunder und irreversibel durch STM 
geschadigter Pflanzen (Abb. 16). Ihre Durchmesser differierten erheblich 
und wurden zwischen 230 und 1000 A ermittelt. Die weitaus gréRere Zahl 
jedoch ergab Werte zwischen 400 und 600 A. Das Cytoplasma bestand hier 
aus kordelig gewundenen, langgestreckten fidigen Elementen. 


V. Lichtmikroskopische Untersuchungen des Mitoseverlaufes unter 
STM-EinfluB 


1. Morphologische Verinderungen 


Da Euler (1948) bereits zeigte, da STM in vitro ein sehr guies 
Fallungsmittel fiir Nucleoproteide ist, sollte nun durch die Beobachtung 
des Mitoseverlaufes unter STM-EinfluB cytologisch versucht werden, einen 
Hinweis auf die Wirkung der Nucleoproteidfallung zu bekommen und 
die Wachstumshemmung damit verstindlich zu machen. 

Fiir die Untersuchungen kam es darauf an, die ersten Stadien der Mitose- 
stérungen unter Beriicksichtigung des Phragmoplasten zu erfassen. Eine 
zeitliche Eingrenzung des STM-Einflusses erschien fiir die Beurteilung der 
Sirukturen zu unsicher, weil der direkte Nachweis, wie weit eine Infiltration 
des STM stattfand, nicht méglich war. 

Es wurden deshalb Konzentrationsabstufungen mit der Verdiinnungs- 
reihe 1 : 50000, 1: 10000, 1 : 5000 und 1 : 1000 STM in Leitungswasser ge- 
wahlt. Das entspricht dem Bereich von reversibler Hemmung bis zur irrever- 
siblen Schadigung der Meristeme, ohne daf es zu Keimungshemmungen 
kommt. Die Samen wurden ungequollen in die STM-Lésung eingelegt, und 
die Wurzelspitzen regelmaBig nach 48 Stunden, wenn sie eine Lange von 
5 bis 10mm erreicht hatten, fixiert. Zur Fixierung wurden immer essig- 
siurefreie Gemische verwendet, da der sehr empfindliche Phragmoplast 
mit beriicksichtigt werden sollte. Die Gemische nah Flemming-Heitz 
und Altmann haben sich auch bei der Beobachtung von Zellteilungen 
gut bewahrt. Die Fixationszeiten wurden so gesteuert, daf das Optimum 
im Plerom lag. was im allgemeinen nach zehn bis zwolf Stunden der Fall 
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war. Fiir die Schnittdicke der iiber Athylalkohol und Methylbenzoat in 
Paraffin eingebetteten Praparate wurden 6 « gewahlt und Wert auf lange 
Schnittbander gelegt, um angeschnittene Mitosen in den Nachbarschnitten 
wieder aufsuchen zu kénnen. Eine Farbung erfolgte im allgemeinen mit 
Hilfe der Feulgen-Reaktion oder mit Eisenhaimatoxylin nach Heiden- 
hain. 


Bei der Beurteilung von Mitosen von Sinapis alba war zu beachten, da® 
der in der Anaphase sich bildende Phragmoplast in normal ablaufenden 
Mitosen nie eine deutliche Vergréberung seiner Struktur parallel zur Spin- 
delachse zeigte, wenn mit essigsdurefreien Fixationsgemischen gearbeitet 
wurde (Abb. 17 a und b). Wie Porter (1958) an Mitosen bei Allium cepa 
zeigen konnie, ist im Bereich elektronenoptischer Dimensionierung im 
Phragmoplasten keine Langsorientierung sublichtmikroskopischer Struk- 
turen zu erkennen. Artefakte durch essigsaurefreie Fixationsgemische in- 


aa 


| ow t 
Abb. 17. Aspekt des Phragmoplasten in unbeeinflu@ten, essigsaurefrei fixierten 
Mitosen. Spindelparallel verlaufende, fibrillare Strange sind kaum noch zu erken- 
nen. — Abb. 17 a: Anaphase. — Abb. 17 b: Telophase. Fle mming-Heitz/Feul- 
gen-Reaktion; Vergr. 1300fach. — Abb. 17¢: Telophase; durch zu kurze Fixations- 
zeit ist das Chromatingeriist und der Phragmoplast stark geschrumpft. ohne daB 
spindelparallele Strukturen entstanden. Flemming-Heitz/Hamatoxylin n. 
H.; Vergr. 1000fach. 


folge unzureichender Fixationsdauer fiihrten zu Schrumpfungen dieser 
DNS-freien Komponente der Zellieilungsfigur, die an einer mehr oder 
weniger breiten, hellen Zone zwischen Tochterchromosomen und Phragmo- 
plast erkennbar war (Abb. 17 c). 

Wurzelspitzen von Samen, die in STM-Liésung verschiedener Konzen- 
trationen gekeimt waren, zeigten im Mitoseablauf charakteristische Ver- 
anderungen. Von diesen Stérungen wurden sowohl der Phragmoplast als 
auch die Chromosomen und ihr Spindelapparat betroffen. Schon bei nied- 
rigen STM-Konzentrationen fanden sich Mitosen, deren Phragmoplast 
in der Anaphase fibrillar vergrébert parallel zur Spindelachse erkennbar 
war, was auch im Bereich optimaler Fixation immer wieder gefunden wurde 
(Abb. 18). Die Chromosomen in solchen Mitosen waren nicht verklebt und 
zeigten auch sonst lichtmikreskopisch keine Anomalien. Mit Erhéhung der 
STM-Konzentration traten immer hiaufiger morphologisch veranderte 
Phragmoplasten auf, die zu Stérungen beim Einziehen der Zellplatte 
fiihrten. Die Bildung der Primirmembran zwischen den beiden Tochter- 
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zellen verzégerte sich, und der Phragmoplast wurde nicht mehr aufgeldést, 
sondern blieb zusammen mit den Tochterkernen an der neuen Zellwand 
liegen. Erfolgten solche Zellieilungen in einem raumlich engbegrenzten 


Fs 2 a 
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Abb. 18. Aspekt des Phragmoplasten in STM-geschadigten, essigsadurefrei fixierten 
Mitosen. Die plasmatische Komponente der Zellteilungsfigur zeigt in zunehmendem 
Mafe eine fibrillare Vergréberung von vielen feinen bis zu wenigen kompakten 
Stringen. — Abb. 18a und b: STM-Konzentration 1 :5000; Flemming-Heitz/ 
Hamatoxylin n. H.; Vergr. 1400fach. — Abb. 18c: STM-Konzentration 1 : 1000; 

Vergr. 1700fach. 


Bezirk nebeneinander, so bildeten sich iiber eine Gruppe von Zellen. hinweg 
Kernpaare, die auch in ausdifferenzierten Geweben ihre Lage beibehielten 


(Abb. 19). 


| 

Abb. 19. Rindenparenchymzellen aus einer Wurzelspitze, die mit einer STM-Konzen- 

tration 1: 10000 behandelt wurde. Im Bildausschnitt sind in einer Einstellebene 

3 Kernpaare zu erkennen, die mit den Resten der nicht zuriickgebildeten Phragmo- 

plasten an der noch zur Ausbildung gekommenen Zellwand liegen. Flemming - 
H eit z/Hamatoxylin n. H.; Vergr. 1300fach. 


Waren vom Phragmoplasten in der Anaphase nur noch wenige breite, 
Ss tw] 

stark verklebte Strange zu sehen (Abb. 18c), so wurde er vorzeitig auf- 

gelést. und es bildete sich keine Zellplatte. In den meisten Fallen traten auch 





Untersuchungen iiber den Einflu@# von Streptomycin auf Sinapis alba L. 599 


diese Stérungen unabhingig von dem Teilungsmechanismus der Chromo- 
somen auf, so daf es zur Ausbildung von zwei Tochterkernen kam, die in 
einer Zelle lagen (Abb. 20). Ob diese Zellkerne generell in der Lage sind 


Pe | 
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Abb. 20. Die neue Zellwand ist nicht mehr zur Ausbildung gekommen; es liegen 

zwei Interphasenkerne in einer Zelle. STM-Konzentration 1 :5000; Flemming- 

Heitz/Feulgen-Reaktion. — Abb. 20a: Vergr. 1250fach; — Abb. 20b: Vergr. 
1700fach. 


sich weiter zu teilen, konnte nicht ermittelt werden. Doch wurde in zwei 
Fallen aus mehreren tausend untersuchten Mitosen aus STM-geschadigtem 
Material das Vorhandensein von zwei Anaphasen in einer Zelle beobachtet 


Abb. 21. Zwei friihe Anaphasen in einer Zelle. Naheres siehe Text. Die beigefiigte 

Handzeichnung beriicksichtigt zusatzlich noch Chromosomen, die im Nachbarsdchnitt 

der Serie aufgefunden wurden. Flemming-Heitz/Feulgen-Reaktion; Vergr. 
1400fach. 


(Abb. 21). Es waren jeweils langgestreckte, schmale Zellen. Ihrer Lage nach 
kénnte es sich um Prokambiumelemente handeln, die wegen ihrer besonde- 
ren Teilungsaktivitat am ehesten dazu neigen. 

Morphologische Veranderungen in der Mitose, die auf Stérungen im 
Spindelapparat und an den Chromosomen selbst schlieBen liefen, 
traten zahlenmaBig weniger in Erscheinung und waren nur geringen Grades. 
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An den Spindelfasern konnten lichtmikroskopisch keine morphologischen 
Anomalien ermittelt werden. Es lieBen sich jedoch in der Anaphase Grup- 
penbildungen von Chromosomen beobachten oder das Nachhinken einzelner 
Chromosomen (Abb. 22 a), die aber spater in den Tochterkern wieder mit 
einbezogen wurden. 

Traten im Mitoseablauf Verainderungen an der chromatischen Substanz 
auf, so zeigten sie sich in der verspateten Auflésung des Nucleolus in der 
Prophase sowie Verklebungen und vorzeitige Entschraubung in der Ana- 
phase. Als schwerste beobachtete Stérung fanden sich vereinzelt Kernfrag- 
mentationen (Abb. 22b und c), die jedoch wie alle anderen beschriebenen 
Anomalien der chromatischen Substanz in jeder Konzentrationsstufe zu 
finden waren. 


+ 
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Abb. 22. STM-beeinflu&te morphologische Verainderungen im Ablauf der Chromo- 

somenteilung. STM-Konzentration 1:1000; Fix. Flemming-Heitz. — Abb. 

22 a: .Nachhinken* einzelner Chromosomen, Haimatoxylin n. H.; Vergr. 1100fach. 

— Abb. 22 b: Beginn einer Kernfragmentation; Hamatoxylin n. H.; Vergr. 1400fach. 
— Abb. 22c: Kernfragmentation; Feul gen-Reaktion; Vergr. 2300fach. 


Restitutionskernbildung, Absprengung von Chromosomengruppen oder 
Briickenbildung, wie sie von Tanaka und Sato (1932) nach STM-Be- 
handlung an Wurzelspitzen-von Tradescantia gefunden wurden, konnten 
nie beobachtet werden. 


2, Die Abhangigkeit von der STM-Konzentration 

Da die Zellteilungen in den Wurzelspitzen zeitlich ungeordnet ver- 
laufen, muBte bei ihrer Auszihlung und Aufteilung in zeitlich etwa gleich- 
lange Abschnitte bei geniigend groBem Zahlenmaterial eine durch STM 
bedingte Verschiebung erkennbar werden. 


Die Tabelle 1 gibt die Aufteilung aller ausgezihlien Mitosen der ein- 
zelnen untersuchten STM-Konzentrationsstufen auf die vier Mitosestadien 
Pro-, Meta-, Ana- und Telophase wieder. Das zur Auszahlung herange- 
zogene Material stammte aus den Untersuchungen, die im vorigen Kapitel 
beschrieben wurden und war damit einheitlich 48 Stunden mit den ver- 
schiedenen STM-Loésungen behandelt und anschlieBend fixiert worden. Bei 
der Auswahl der Praparate wurde darauf geachtet, daft méglichst viele 
Wurzelspitzen herangezogen wurden, so dafi die jeweils in Klammern an- 
gegebenen 290 bis 350 beriicksichtigten Mitosen aus je 15 bis 22 Wurzel- 
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spitzen verschiedener Kultur- und Fixierungsserien gleicher Bedingungen 
stammten. 


Tab. 1. Gesamtzahl der ausgewerteten Mitosen und ihre Aufteilung in die einzelnen 

Phasen der Karyokinese, Die in Klammern angegebenen Zahlen sind die absoluten 

Werte, der in den einzelnen Gruppen herangezogenen Mitosen, deren (P) Prophase-, 

(M) Metaphase-, (A) Anaphase- und (T) Telophaseanteil in Prozentsatzen angegeben 
sind. 


STM-Konzentration A 
Kontrolle (350) 
1 : 50000 (300) 
1: 10000 (300) 
1: 5000 (350) 
1: 1000 (290) 


Aus der Tabelle ist ersichtlich: 


1. Die niedrigste der angewendeten STM-Konzentrationen lie noch 
keine Verschiebung in den Mitoseanteilen erkennen. Trotz auftretender 
morphologischer Veranderungen (vgl. Tab. 2) war der mitosemechanische 
Ablauf nicht gehemmt. 

2. Mit zunehmender STM-Konzentration sank die Zahl der gefundenen 
Prophasen, was indirekt als eine abnehmende Teilungsfahigkeit der Zellen 
gewertet werden kann. 

3. Parallel zu dieser Verschiebung lief ein deutlicher Anstieg der Telo- 
phasen und in der Konzentrationsstufe 1 : 1000 auch ein solcher der Ana- 
phasen. Sie miissen als eine Verlangerung des Zeitfaktors aufgefaft werden, 
der durch STM induziert wurde. 

Die Kenntnis von dieser zahlenmaéfigen Verschiebung war auferdem 
notwendig, um ein Bezugssystem fiir den Anteil der geschidigten bzw. 
morphologisch veranderten Mitosen zu haben. Die Tab. 2 gibt die Ver- 
teilung der geschadigten Mitosen wieder. 


Tab. 2. Anzahl der morphologisch veranderten oder gestérten Mitosen, Alle Zahlen 
sind Prozentsatze, die nach den Absolutmerten, die der Tabelle 1 zugrunde liegen, 
ermittelt rourden. (Zeichenerklarung s. Tab. 1. S = Summe aller gestérten Mitosen.) 


STM-Konzentration T 
Kontrolle 4 
1 : 50000 2 14 
1 : 10000 Z 21 
1: 5000 44 
1: 1000 45 


Aus der Tabelle ist im einzelnen zu ersehen: 
1. Erwartungsgemaf stieg die Gesamtzahl der geschiidigten Zellteilungen 
mit der Zunahme der STM-Konzentration an. Sie erreichte aber selbst bei 
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der Konzentration, die als die héchst zulassige vor dem Beginn einer Kei- 
mungshemmung erkannt wurde, nur 40%. 

2. Bei den Kontrollpflanzen wurden 3% Anomalien beriicksichtigt, die 
auf geringe ana- und telophasische Stérungen am Phragmoplasten zuriick- 
zufiihren waren. 

3. Im Gegensatz zu den nicht nachweisbaren Verschiebungen des zahlen- 
mafigen Anteils der einzelnen Mitosephasen in der geringsten angewen- 
deten Konzentrationsstufe von 1: 50000 waren dennoch bereits 9% aller 
Zellieilungen veriandert, besonders in der Ana- und Telophase. 

4. Analog zu der zeitlicheen Hemmung in der Telophase traten mit zu- 
nehmender STM-Konzeniration die meisten morphologischen Veranderun- 
gen in der SchluRphase der Zellteilung auf. 

5. Der prozentuale Anteil der Schadigung stieg auch in den einzelnen 
Phasen der Mitose nicht iiber 46%. 

Um einen weiteren Einblick des Eingreifens von STM in den Zellteilungs- 
ablauf zu gewinnen, wurde die Tabelle 3 aufgestellt. Sie gibt die Vertei- 
lung der morphologischen Veranderungen in Gruppen zusammengefafit, 
wie sie bereits besprochen wurden, auf die einzelnen Konzentrationsstufen 
wieder. 


Tab. 3. Verteilung der verschiedenen morphologischen Auspragungen der Mitose- 
stdrungen auf die einzelnen ST M-Konzentrationen, 


STM-Konzentration 
: 50000 


: 5000 


1 
1 : 10000 
1 
1: 1000 


Es bedeuten: 
A = Vergréberung der Strukturen im Phragmoplasten. 
B = Mangelhafte Bildung der neuen Zellplatte bei telophasischen Tochterchromo- 
somen. 
C = Zwei echte Interphasenkerne in einer Zelle. 
D = Spindelstérungen wie Nachhinken von Chromosomen usw. 
E = Chromosomenverklebungen und Kernfragmentationen. 

Alle Zahlen sind wieder Prozentsaétze der Gesamtzahl gestérter Mitosen in den 
betreffenden Konzentrationsstufen. Die fehlenden Prozente auf 100 sind Stérungen, 
die sich in dieses Schema nicht einordnen lassen, z. B. verspatete Auflésung des 
Nucleolus in der Prophase. 


Aus dieser Aufstellung geht hervor: 

1. Die Schadigung des Phragmoplasten und die Auswirkung auf die 
Bildung der neuen Zellwand sind abhangig von der STM-Konzeniration 
(A, B und C). Die Verlagerung der Schadigungsform von einer Vergrébe- 
rung der Phragmoplastenstruktur bis zu zwei Interphasenkernen in einer 
Zelle bei steigender Konzentration ist ersichtlich. Pflanzen, die mit einer 
STM-Lésung 1: 1000 behandelt wurden, sind aber nur noch in geringem 
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MaRe in der Lage, echte Interphasenkerne unter diesen Bedingungen zu 
bilden. 

2. Morphologische Veranderungen an der chromatischen Substanz treten 
vorwiegend in den héheren Konzentrationsstufen auf (E). 


3. Morphologische Veranderungen, die durch eine Schadigung des Spin- 
delapparates hervorgerufen werden, wie Gruppenbildung von Chromo- 
somen oder das Nachhinken einzelner Chromosomen, scheinen in keinem 
Zusammenhang mit der STM-Konzentration zu stehen (D). 


VI. Streptomycin-Chlorosen an weiteren Angiospermen 


STM-induzierte Chlorosen wurden zuerst von Euler (1948, 1953) und 
Euler und Stein (1955) als ,Anti-Chlorophylleffekt* an der Gerste 
und einigen Cruciferen wie Raps und Radieschen beschrieben. Auch Si- 


Tab. 4. Tabelle der auf STM-Chlorosen untersuchten Species. 
Positive Reaktionen noch bei STM-Konzentrationen 
<1:10000 <1: 1000 > 1: 1000 
Lepidium sativum Pisum sativum Vicia faba 
Sinapis alba Helianthus annuus Hordeum vulgare 
Solanum lycopersicum  Crepis tectorum Avena sativa 
Brassica napus Nicctiana tabacum Zea mays 
var. arvensis Nicotiana rustica Tropaeolum majus 

Poa trivialis Agapanthus umbellatus (Fagopyrum esculentum) 
Lolium perenne Digitalis purpurea 
Tradescantia albiflora Arctium lappa 

Plantago major fol. Kapp. 

Chenopodium botrys 

Reseda odorata 

Bryophyllum tubifolium 

Bryophyllum calycinum 

Arabidopsis thaliana 

Myositis alpestris 

Petroselinum hortense 

Daucus carota 

Eschscholtzia calif. 

Amaranthus caudatus 


gnol (1954) und Deken-Grenson (1955) wahlten fiir ihre physio- 
logischen bzw. cytologischen Untersuchungen die Gerste und erhielten STM- 
beeinfluBte chlorotische Blatter. Gray (1955) erwahnt helle Flecken an 
Tomatenpflanzen, die mit einer STM-Lésung bespriiht wurden und Dye 
(1956) beobachtete nekrotische und weiffe Blatter an Pfirsich-Pflanzen, die 
in einer STM-Lésung standen. 

Entsprechend der unterschiedlichen Thematik der aufgefiihrten Arbeiten 
gelangten auch unterschiedliche STM-Produkte und verschiedene Methoden 
zur Anwendung. Die vorliegenden cytologischen Untersuchungen an Sina- 
pis alba lieBen es jedoch als notwendig erscheinen, die STM-Chlorosen an 
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héheren Pflanzen mit einem einzigen STM-Produkt und einer einheitlichen 
Methode auf die Allgemeingiiltigkeit des Phanomens zu iiberpriifen. 

Die angewandte Methodik stimmte mit den Methoden, die fiir die Unter- 
suchungen an Sinapis alba Verwendung fanden, iiberein. Infolge der unter- 
schiedlichen Keimungszeit der einzelnen Arten, die zwischen zwei und zehn 
Tagen lag, mufte auch die Anwendungsdauer fiir STM variiert werden. 
Von den Bryophyllum-Species wurden Brutknospen und von Tradescantia 
albiflora unbewurzelte und bewurzelte Stecklinge verwendet, die analog 
dem Samenmaterial behandelt wurden. Fiir sie wurde die STM-Einwir- 
kungszeit von 3 Tagen gewahlt. Chlorose induzierende Konzentrationen 
lagen dann vor, wenn 50% oder mehr der mindestens 100 Samen oder 
Pflanzen umfassenden Versuchsreihe den Effekt zeigten. Im einzelnen er- 
gaben die an 32 Arten aus 18 Familien durchgefiihrten Versuche folgendes 
(s. Tab. 4): 

1. Alle untersuchten Species bis auf eine Ausnahme (Fagopyrum escu- 
lentum) zeigten den Effekt der STM-Chlorose. Keimlinge von Sinapis alba, 
deren Samen 20 Minuten in eine STM-Lésung 1: 1000 gebracht und nach 
gutem Abspiilen getrocknet wurden, zeigten nach dem Auskeimen, was in 
Abstanden von 14 Tagen erfolgte, von Charge zu Charge einen standig 
abnehmenden Chlorose-Effekt, der nach etwa einem halben Jahr nicht 
mehr nachweisbar war, wahrend frisches Saatgut in der aufbewahrten 
Lésung unter denselben Bedingungen den vollen Effekt zeigte. 

2. In allen untersuchten Fallen trat spatestens zusammen mit der Chlo- 
rose eine Hemmung des Wachstums in Sprof und Wurzelmeristemen auf, 
die nur in wenigen Fallen reversibel war. Bei Fagopyrum esculentum 
wurde die Wachstumshemmung von Anomalien in der Ausbildung der Blatt- 
spreiten begleitet. 

3. Die Wachstumshemmung war nicht von der Grofe der zur Verfiigung 
stehenden Assimilationsflache abhangig. Dieses zeigte sich am deutlichsten 
bei der Brutknospenbehandlung von Bryophyllum und an den Stecklingen 
von Tradescantia, Aber auch in Nahrsalzlésungen (nach Shive) bis 
zum 3.—5. Folgeblatt herangezogene Pflanzen von Sinapis, Solanum, Pisum, 
Helianthus, Vicia und Tropaeolum bildeten nach 2tagiger STM-Behandlung 
chlorotische Blatter, die nicht ausdifferenzierten. Die Pflanzen stellten ihr 
Wachstum ein und starben nach mehreren Wochen ab. 

4. Die Abhangigkeit der STM-Chlorose von der angewendeten Konzen- 
tration lie 3 Gruppen unterscheiden. Der weitaus gréfere Teil erreichte 
die definierte Grenzkonzentration zwischen 1 : 1000 und 1 : 5000 des ange- 
wendeten Antibiotikums in Leitungswasser. Daneben stand eine kleine 
Gruppe, bei der der Chlorose-Effekt nicht viel iiber der Konzentration lag, 
die fiir eine Hemmung der Keimung notwendig war. Eine weitere kleine 
Gruppe zeigte die Chlorose noch bei Verdiinnungen unter 1 : 10000. Am 
empfindlichsten reagierten Lepidium sativum (1 : 100000) und Sinapis alba 
(1 : 70.0000). 

5. Eine direkte Abhiangigkeit zur Samengréfe oder zur Stellung im 
System der Pflanzen bestand nicht. 
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6. Chlorotische Blatter entstanden nur durch Ausdifferenzierung STM- 
geschidigter Meristeme; griine Blatter wurden nie sekundiar chlorotisch. 
Das nachtrigliche Ergriinen chlorotisch ausdifferenzierter Blatter wurde 
nur an Cotyledonen beobachtet. 


VII. Besprechung der Ergebnisse 


Nach den bisherigen Untersuchungen des STM-Einflusses auf héhere 
Pflanzen standen biochemische und physiologische Versuchsanordnungen 
im Vordergrund. Eine griindlichere cytologische Bearbeitung, insbesondere 
der Plastidenentwicklung, erschien deshalb sowohl fiir eine Erginzung des 
STM-F ragenkomplexes als auch fiir das Chloroplastenproblem zweckmifig. 
Auch die Eigenschaft des STM, mit Nucleoproteiden schwer lésliche Ver- 
bindungen einzugehen, forderte zu einer naiheren Analyse besonders der 
sublichtmikroskopischen Feinstruktur der Pflanzenzelle heraus. 

Wie die Kulturversuche an 32 Arten héherer Pflanzen erkennen lieBen, 
greift das STM in die Differenzierungsprozesse aktiver Meristeme ein. Fiir 
diese Tatsache ist die Hemmung des Wachstums in Sprof und Wurzel bei 
Unterdriickung der Ausbildung von Seitensprossen und -wurzeln charak- 
teristisch, die in allen Altersstadien der Pflanze nachzuweisen war, ohne 
Riicksicht darauf, wie gro die vorhandene Assimilationsflache war. Bei 
beginnender Bliitenbildung konnte der STM-Einflu& schlechter induziert 
werden, da die schon sehr friih differenzierten Bliitenanlagen noch heran- 
wuchsen. 

Fiir den Ablauf der Karyokinese wurden lichtmikroskopisch sowohl 
eine zeitlichhe Hemmung des Mitoseablaufes als auch morphologische Ver- 
anderungen der Teilungsfiguren beobachtet. Die geringere Anfalligkeit 
DNS-haltiger Strukturen gegeniiber STM im Vergleich zu Phragmoplast 
und zellwandbildendem Cytoplasma trat deutlich hervor. Bereits Euler 
und Heller (1948) zeigten bei Fallungsversuchen nucleinsaurehaltiger 
Substanzen mit STM den Vorrang der RNS gegeniiber der DNS. 

Die beschriebenen Formen der Plastidenhemmung liefen sich nicht allein 
mit der von Euler (1950) vermuteten Blockierung eines am Aufbau des 
Chlorophylls beteiligten Enzymes erklaren. Obwohl bei der iiblichen cyto- 
logischen Praparation des Materials eine exakte Lokalisierung des Chloro- 
phylls wegen seiner Léslichkeit wahrscheinlich nicht méglich ist (M ii h]e- 
thaler 1956), sprechen eine Reihe von Indizien fiir die Vermutung, daft 
primar die Nucleoproteidstrukturen der Plastiden durch STM in Mitleiden- 
schaft gezogen wurden. Da sowohl fiir das Primargranum als auch fiir das 
Stromaplasma von Spiekermann (1957) der Nachweis fiir Nucleo- 
proteide gefiihrt wurde, bestehen keine Bedenken, die Stérungen im Lamel- 
lensystem und die mangelhafte Ausbildung von Stromaplasma unter dem 
Finflu8 von STM auf eine Reaktion mit dieser Substanz zuriickzufiihren. Das 
Auswachsen der ersten Tragerlamellen aus dem Primargranum unterlag 
dabei einer geringeren Anfialligkeit als die Reduplikation der Lamellen 
und die Produktion von Sekundirgrana. Die primiare Rotfluoreszenz in 
lichtmikroskopisch granalosen Plastiden lie& eine Hemmung der Chloro- 
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phyllsynthese iiber die beschriebenen Veranderungen der sublichtmikro- 
skopischen Feinstruktur hinaus unwahrscheinlich erscheinen. Morphologische 
Veranderungen an der Struktur der Primargrana waren nicht zu erwarten 
gewesen. Wegen ihrer Persistenz (Strug ger 1950) haben sie nach Eintritt 
der STM-Wirkung keinen Formwechsel durchgemacht, wihrend eine chemi- 
sche Anlagerung des Antibiotikums auch sublichtmikroskopisch nicht nach- 
weisbar ist. 

Die immer wieder beobachteten und beschriebenen osmiophilen Granula 
fanden sich in kaum verminderter Haufigkeit auch in den STM-geschadigten 
Plastiden. Bemerkenswert war ferner, daf{ das Wachstum des gesamten 
Plastids nicht in dem starken. Mae gehemmt war wie seine Feinstruktur. 
Plastiden, die kaum Stromaplasma und nur wenige Lamellen enthielten, 
erreichten noch Gréfen, die drei Viertel der normalen Plastidengréfen aus- 
differenzierter Chloroplasten betrugen. 


Eine analoge Beobachtung konnte an STM-behandelten Meristemzellen 
gemacht werden, in denen eine Volumenzunahme der Zellen ohne entspre- 
chende Substanzvermehrung des Cytoplasmas stattfand. Deshalb waren in 
irreversibel durch STM geschadigten Pflanzen mit nicht mehr teilungsfa- 
higem Meristem jene Zellen gréfer und plasmairmer als Meristemzellen 
gesunder Pflanzen. 


Fiir die reversible Hemmung durch eine geringe STM-Konzen- 
tration muf der gleiche Wirkungsmechanismus angenommen werden. Das 
Prinzip der Reversibilitét ist, wie die statistische Auswertung gestérter 
Mitosen zeigte, auf eine geringe partielle Schadigung der Zellen zuriick- 
zufiihren. Daneben mufte aber auch die Méglichkeit eines Abbaues des 
STM in der Zelle in Erwagung gezogen werden. So zeigten Keimlinge, die 
als Samen nach der STM-Behandlung wieder getrocknet und erst nach 
langerer Zeit zum Keimen gebracht wurden, keine STM-Chlorose mehr. 
Auch die lichtmikroskopische Untersuchung an den Plastiden reversibel 
geschaidigter Pflanzen erbrachte nicht den Nachweis einer Schadigung, was 
durch die Funktionstiichtigkeit in Form von Starkebildung unterstrichen 
wurde. 

Die cytologischen Untersuchungen an STM-geschidigten Pflanzen von 
Sinapis alba haben somit eine weitere Bestatigung fiir die Wahrschein- 
lichkeit einer Blockierung von Nucleoproteiden durch das Antibiotikum er- 
bracht, ohne daf die Méglichkeit anderer Wirkungsmechanismen ausge- 
schaltet werden konnte. 


Zusammenfassung 


1. Die experimentell unbeeinflu&te Ontogenese der Chloroplasten von 
Sinapis alba folgte dem Schema, wie es von Miihlethaler (1956) auf- 
gestellt wurde, indem vom Primirgranum aus Ziige von Doppellamellen 
das Plastid erfiillen, auf denen zu annahernd gleicher Zeit an gleichen 
Orien iibereinander die Sekundargranalamellen sich bildeten. Das Primir- 
granum zeigte eine zu den Sekundargrana unterschiedliche Struktur. Es 
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bestand aus reihenweise angeordneten homogen osmio- und uranophilen 
»Elementareinheiten* mit einem Durchmesser unter 100 A. 


2. Die Plastidenentwicklung in den Blattanlagen von Pflanzen, die durch 
STM-Einwirkung chlorotisch und nicht ausdifferenziert waren, konnten als 
Endstadium ihrer Entwicklung alle Ubergiinge zwischen unigranularen 
Formen und Jungplastiden mit beginnender Sekundirgranabildung er- 
reichen. Die Zahl der Triagerlamellen und die Ausbildung des Peristro- 
miums war reduziert. Das Primargranum zeigte keine Anomalien. Eine 
distinkte oder diffuse primaire Rotfluoreszenz war stets nachweisbar. 


3. Im sublichtmikroskopischen Feinbau STM-geschadigter Zellen liefen 
sich an den Chondriosomen keine Veranderungen nachweisen. Golgi-Ap- 
parate wurden durch Abblatierung ihrer Doppellamellen aufgelést. Die 
von Strugger (1956b, 1957 c) beschriebenen Cytonemata waren bei ver- 
minderter Zah] nachweisbar. 


4. Die Zellteilungen in den Wurzelspitzen zeigten lichtmikroskopisch 
Schadigungen, die in der Zahl und Auspragung von der STM-Konzentration 
abhangig waren. Am anfalligsten gegen das STM erwies sich der Phragmo- 
plast. 

5. Die Untersuchungen an STM-geschidigten Pflanzen von Sinapis alba 
haben cytologisch eine Bestatigung fiir die Wahrscheinlichkeit einer Blok- 
kierung von Nucleoproteiden durch das Antibiotikum erbracht, wie es von 
Euler und Heller (1948) in vitro nachgewiesen wurde. Die Méglichkeit 
anderer Wirkungsmechanismen konnte jedoch nicht ausgeschaltet werden. 
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Einfiihrung 


Die Plastidenform der Rhodophyceen ist durch zahlreiche lichtmikrosko- 
pische Untersuchungen gut bekannt (vgl. K y lin 1937, 1954, Drew 1951). 
So besitzen die Bangiaceen-Zellen nur einen einzigen, sternformigen Pla- 
stiden. Die Florideen enthalten mehrere Plastiden pro Zelle, wobei zwischen 
bandférmigen und linsenférmigen alle Ubergange vorkommen. Wahrend 
die Plastiden der Bangiaceen immer ein Pyrenoid enthalten, ist dies bei den 
Florideen nur ausnahmsweise der Fall. 

Unsere Kenntnisse iiber den Feinbau dieser Plastiden sind immer noch 
beschrankt. Auch die Anwendung des UV-Mikroskopes (vgl. H 6fler 1956) 
und andere Methoden der Protoplasmatik (Bie b1| 1936, 1959) haben nicht 
weitergeholfen, so da bis in die neueste Zeit einerseits die kolloidchemische 
Auffassung von Liebaldt (1913) iiber den Aufbau der Plastiden ver- 
treten wurde, waihrend andere Autoren eine Strukiur aus Granen und 
Stroma, wie sie den héheren Pflanzen eigen ist, annahmen (K y lin 1954, 
Hofler 1956). 

Neulich haben Brondy und Vatter Untersuchungen iiber die Fein- 
struktur von Porphyridium cruentum mitgeteilt. Die Gattung Porphyridium 
gehért zu den niedrigen Bangiaceen; was gewisse Autoren zwar bezweifeln 
(vgl. K y lin 1937). Ihre Plastiden besitzen wie bei anderen Algen Lamellen- 
Struktur. Uber die Feinstruktur der Plastiden der entwicklungsgeschichtlich 
hoéher stehenden Florideen sind nur die Angaben von Myers, Preston 
und Ripley (1956) bekannt. In der vorliegenden Arbeit habe ich die Fein- 
struktur und die Teilungsmodi von Plastiden einiger Florideen-Arten elek- 
tronenmikroskopisch untersucht. 
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Material und Methodik 


Die untersuchten Arten sind entsprechend ihrer phylogenetischen Eni- 
wicklungsstufe aufgezahlt: 1. Rhodochorton floridulum, 2. Trailliella intri- 
cata, 3. Gracilaria sp., 4. Plocamium coccineum, 35. Gigartina Teedii und 
6. Polysiphonia nigrescens. 

Gigartina Teedii und Gracilaria sp., sind im Mirz 1959 im Golf von 
Thessaloniki (Thermaikos), Griechenland, gesammelt und in Meerwasser 
nach Ziirich gebracht worden. Sie wurden 60 Stunden nach dem Sammeln in 
2% gepufferter KMnO ,-(pH 7,2)-Lésung 4 Stunden lang fixiert. Zur Ent- 
wiasserung wurde Aceton verwendet. Die kleinen Thallusstiicke wurden 
iiber Nacht in einer Lésung von 1% Phosphorwolframsaure + 1% Uranyl- 
acetat in 70% Aceton konirastiert. Einbettung in Araldit. Die iibrigen Arten 
stammen von Helgoland* und wurden unmittelbar nach dem Sammeln 
fixiert und eingebettet. Zur Fixierung diente folgendes Gemisch: Lésung A 
(nach Zettrqvist, 1956; Na-Acetat 9,714g, Veronal-Natrium 14,714 g, 
und dest. Wasser bis 500 ml): 3:ml, 0,1n HCl: 2,4ml, KMnO,: 0,235 g, und 
Meerwasser bis 25 ml. Das Fixiermittel wies ein pH von 7,6, einen osmoti- 
schen Wert von 20,7 at. auf. Die entsprechenden Werte fiir das Meerwasser 
von Helgoland sind 7,9 und 21,6. Die Fixierdauer betrug 30—60 Minuten. 
Zur Entwasserung wurden Gemische von Meerwasser, Alkohol und dest. 
Wasser verwendet. Das Kontrastmittel wirkte 7 Stunden ein. Rhodochorton 
floridulum, Trailliella intricata und Plocamium coccineum sind in Araldit 
eingebettet worden, Polysiphonia nigrescens in Methacrylat (Butyl- 
Methacr. : Methyl-Methacr. 8 : 2). 

Von den erwahnten Arten wurde Gigartina Teedii besonders eingehend 
untersucht. Die Anatomie der Gattung Gigartina ist von Olson (1899), 
Humphrey (1901), Sjéstedt (1926) und Kylin (1930) beschrieben 
worden. Die plastidenreichen Rindenzellen des Thallus waren fiir unsere 
Fragestellung besonders geeignet: deshalb habe ich Quer- und Langsschnitte 
der auBeren Schicht sowohl der Haupt- als auch der Nebenaste untersucht. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Zellen aller erwahnten Florideen, von den phylogenetisch niedrigen 
(Rhodochorton floridulum) bis zu den héheren (Polysiphonia nigrescens) las- 
sen leicht multilamellierte Gebilde erkennen, die den Plastiden anderer Kryp- 
togamen grundsatzlich ahnlich sind (Steinmann 1952, Wolken und 
Palade 1953, Albertsson und Leyon 1954, Leyon und Wett- 
stein 1954, Sager und Palade 1957, Brondy und Vatter 1959). 
Sie sind gegen das Grundzytoplasma durch eine deutliche Membran abge- 

1 Harder and Koch (1949) Trailliella intricata ist identisch mit Bonnemai- 
sonia hamifera. 

2 Dr. P. Kornmann, Dr. H. Kesseler und Herrn Sahling der Biologi- 
schen Anstalt Helgoland bin ich fiir Hilfe wahrend der Sammlung und Bestimmung 
der Arten zu groBem Dank verpflichiet. 
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Abb. 1. Trailliella intricata, ausgewachsene Plastiden. Vergr. 31.500 X. 


Abb. 2. Rhodochorton floridulum, Gebiet eines Pyrenoids. Vergr. 54.000 X. 
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Abb. 3. Gigartina Teedii, weiteres Stadium einer Lamellen-Ausbuchtung. 
Vergr. 40.000 X. 


Abb. 4. Gigartina Teedii, Plastid in friihem Entwicklungsstadium. Vergr. 34.000 X. 


Abb. 5. Gigartina Teedii, Endstadium einer Plastidenteilung. Vergr. 54.000 X. 
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grenzt. Im ausgewachsenen Zustand liegen 10—15 Doppel-Lamellen, die 
unter sich einigermafen parallel verlaufen, in einem kérnigen, weniger elek- 
tronendichten Stroma. In Tab. I ist die durchschnittliche Dicke der Doppel- 
Lamellen ausgewachsener Plastiden zusammengestellt. 


Tab. 1. Durchschnittliche Dicke der Doppel-Lamellen 
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Reife Plastiden von Gigartina Teedii enthalten etwa 10 Doppel-Lamel- 
len. Gebilde, die weniger Lamellen zahlen und ein Florideenstarkekorn auf- 
weisen, betrachte ich als friihe 
Entwicklungsstadien von Pla- 
stiden (Abb. 4). Eine Vermeh- 
rung der Lamellen im Verlauf 
der Plastiden-Entwicklung hat 
v. Wettstein (1954) bei Fucus 
vesiculosus beobachtet. 

Aus _ lichtmikroskopischen 
Beobachtungen von Einschnii- 
rungsfiguren an _ Plastiden 
schlo® man auf ihre Teilung. 
Die elektronenmikroskopische 
Untersuchung zeigt iiberdies, 
daf verschiedene Teilungs- 
modi méglich sind, indem aus 
einem Plastiden zwei oder 
mehrere Tochterplastiden ent- 
stehen kénnen (Abb. 6, vgl. 
auch v. Wettstein, 1954). 
Sowohl ausgewachsene’ wie 
jiingere Plastiden sind tei- App. 6. Schematische Darstellung von End- 
lungsfihig. Teilung von Zell-  stadien verschiedener Plastiden-Teilungsmodi 
organellen gleichzeitig in meh- bei Gigartina Teedii. 
reren Abschnitten hat Miihle- 
thaler (1958) an Mitochondrien junger Elodea-Zellen beobachtet. 

Bei Gigartina Teedii fand ich Bilder, die ich als verschiedene Stadien 
eines Teilungsprozesses deute. Am Anfang des Prozesses beginnt sich das 
Lamellenpaket nach einer Richtung auszubuchten. Spater verstarkt sich 
diese Ausbuchtung, wobei manchmal eine Neubildung von Lamellen statt- 
findet (Abb. 3). Infolge Durchschniirung kommt es zur Teilung des Plastiden. 
Unmittelbar vor und nach der Teilung des Plastiden verlaufen die Lamellen 
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der Tochterplastiden parallel zur Teilungslinie (Abb. 5). Der ProzeB ver- 
lauft ahnlich wie bei Fucus vesiculosus (v. Wettstein 1954). 

Von den untersuchten Arten enthalten die Plastiden von Rhodochorton 
floridulum ein Pyrenoid. Jede ihrer Zellen enthalt mehrere unregelmafig 
geformte Plastiden, mit einem schon lichtmikroskopisch erkennbaren Pyre- 
noid. Es enthalt weniger Lamellen als der Rest des Plastiden. Seine Lamel- 
len setzen sich in jene der dichteren Lamellen-Pakete auferhalb der Pyre- 
noide fort. Zu ahnlichen Ergebnissen gelangten Leyon (1954) und 
Brondy und Vatter (1959). 

Florideen-Starkekérner finden sich in allen Zelien. In Zellen mit ausge- 
wachsenen Plastiden liegen sie meistens auferhalb im Grundzytoplasma 
(Abb. 1). In friitheren Entwicklungsstadien erkennt man Starkekérner auch 
innerhalb der Plastiden (Abb. 4). Brondy und Vatter (1959) beobachte- 
ten keine Starkekérner innerhalb der Plastiden von Porphyridium cruen- 
tum und sahen darin ein allgemeines Merkmal der Rhodophyceen, im 
Unterschied zu den Chlorophyceen. Dieselben Autoren auf Grund ihrer 
Untersuchungen meinen, daf die Starkekérner von Porphyridium cruentum 
stets von einer Membran umgeben sind. Die Ergebnisse aus dem von mir 
untersuchten Material stimmen mit jenen von Brondy und Vatter nicht 
iiberein, da die Starkekérner nur ausnahmsweise von einer Membran um- 
geben sind. 


Zusammenfassung 


Die Plastiden von 6 Florideen-Arten sind elektronenmikroskopisch auf 
ihren Feinbau untersucht worden. Sie zeigen, ohne Ausnahme, die auch fiir 
andere Algen bekannte Lamellen-Struktur. 

Im Gebiet des Pyrenoids von Rhodochorton floridulum sind nur sparliche 
Lamellen zu erkennen. 

Bei Gigartina Teedii sind iiberdies verschiedene Plastiden-Teilungsmodi 
und verschiedene Stadien des Teilungsprozesses abgebildet worden. 


Die elektronenmikroskopischen Bilder sind im Institut fiir Allgemeine 
Botanik der E. T. H. Ziirich gemacht worden. Dem verehrten Direktor des 
Instituts, Herrn Prof. Dr. A. Fre y-Wyssling bin ich zu grofem Dank 
fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes und wertvolle Hilfe bei der Deu- 
jung der Bilder verpflichtet sowie Herrn Prof. Dr. K. Miithlethaler fiir 
die Einfiihrung in die Elektronenmikroskopie. Ich danke auch dem Direktor 
des Botanischen Instituts der Universitat Thessaloniki, Prof. Dr. Th. Dia n- 
nelidis, fiir die Anregung zur Algen-Forschung und fiir kritische Bemer- 
kungen wahrend der Abfassung der vorliegenden Arbeit. 
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A. Einleitung 


In einer ersten Uraninstudie (Hé6fler, Ziegler, Luhan 1956) wurde 
das Hauptaugenmerk auf das Verhalten des Protoplasmas bei Farbung mit 
Uranin gerichtet. Die Versuche erbrachten eine Reihe interessanter Ergeb- 
nisse. So wurde die Beobachtung Doérings (1935) bestatigt und fiir all- 
gemein verbreitet nachgewiesen, daf nur lebendes Plasma mit Uranin zu 
leuchtender Griinfluoreszenz gebracht werden kann; beim Absterben er- 
lischt diese Fluoreszenz. Manchmal tritt allerdings auch an getétetem Plasma 
noch eine matt gelbgriine Fluoreszenz auf, die jedoch mit dem strahlend 
blaulichgriinen Leuchten des lebenden Plasmas nicht zu verwechseln ist’. 
Gequollenes Plasma zeigte ganz allgemein verstarkte Uraninspeicherung. 
Weiter ergab sich, daf die von Strugger (1938) an Allium cepa beob- 
achtete Erhéhung der Plasmaviskositat nicht iiberall auftritt. Auch die von 
D 6ring beschriebene Umlagerung wurde an zahlreichen Objekten wieder- 
gefunden. Bei dieser Umlagerung wird das Uranin nach einiger Zeit vom 
Plasma nach dem Zellsaft verlagert, und zwar nicht das Uranin als solches; 
es wird vermutlich an Stoffwechselprodukte, die bei der Atmung entstehen, 
festgelegt (vgl. Drawert 1941) und in gebundenem Zustand vom Plasma 
nach der Vakuole abgegeben. Mit Plasma-Fluoroghromierung und vor allem 
mit dem Phainomen der Umlagerung befaft sich eine jiingst erschienene 
Arbeit von Enéckl (1960). 

Die Mechanik der Uraninbindung selbst konnte bisher nicht geklart 
werden. Dafi es aber nicht einfache Elektroadsorption sein kann, wie 
Strugger (1938) annahm, geht unter anderem aus der Beobachtung her- 
vor, daff auch salzgequollenes Plasma farbbar, ja sogar verstairkt farbbar 


1 Wahrend der Drucklegung erschien eine Arbeit Drawerts (1960), iiber 
seine Fluorescein-Fluorochromierungsstudien an lebenden und toten Pflanzenzellen. 
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ist. Wenn es sich bei der Uraninbindung aber um eine einfache Ionen- 
adsorption handelte, miiften ja die Salzionen im gequollenen Plasma 
die Farbanionen verdrangen und damit auch die Farbung blockieren. 

Mehr am Rande beobachtet wurde von uns an den einzelnen untersuchten 
Pflanzen auch das Verhalten der Plastiden und der Starkekérner nach 
Uraninfarbung. Die Tatsache, daf sich Starkekérner in Plastiden durch 
Fluoreszeine zu lebhafter Fluoreszenz bringen lassen, war laingst bekannt 
(Schumacher 1933, Déring 1935, Haitinger 1938, Eschrich 
1953). Auch wir beobachteten an vereinzelten Schnitten derartige Stirke- 
farbungen. 

Interessant erschien uns aber vor allem das anscheinend unterschiedliche 
Verhalten der lebenden Plastiden. So blieben die Chloroplasten im Uranin- 
farbbad meist ungefarbt und erschienen im UV-Licht in ihrer roten Eigen- 
fluoreszenz, wihrend z.B. die Leukoplasten der Orchidee Platanthera bifolia 
nach Uraninbehandlung griin fluorochromiert waren. In vereinzelten Fallen 
schienen aber auch die Chloroplasten mit Uranin farbbar zu sein; und zwar 
waren in den Schnitten oft nur die Chloroplasten der Schliefzellen griin 
fluorochromiert, die Chloroplasten in den iibrigen Zellen des Schnittes aber 
blieben ungefarbt. Es schien uns nun denkbar, diese Beobachtung mit der 
besonderen Funktion der Sdhliefizellen als .enzymatische Spezialisten“ 
(Weber 1923) in Zusammenhang zu bringen, doch konnten wir in der 
Abhandlung, die sich ja vor allem mit dem Verhalten des Protoplasmas 
beschaftigte, nicht naher darauf eingehen. Das blieb weiteren ausfiihrlichen 
Untersuchungen vorbehalten, die im folgenden beschrieben werden, Die 
Ergebnisse, die diese Untersuchungen zeitigten, wiesen allerdings in eine 
andere Richtung als unsere ersten Vermutungen. 


B. Fluorochromierungen mit Uranin 


Da Fluoreszein selbst wenig wasserléslich ist, wurden die Versuche, 
ebenso wie die der vorangegangenen Arbeit, mit dem gut wasserléslichen 
Na-Fluoreszein, dem Uranin des Handels, ausgefiihrt. Zur Verwendung 
kamen stets saure gepufferte Lésungen, da ja das Uranin als saurer Farb- 
stoff aus solchen besser vom lebenden Protoplasten aufgenommen wird. 
Am besten eignete sich die pH-Stufe um 4,8, die einfach mit m/150 KH,PO, 
hergestellt wird. Da aber das geliéste Na-Fluoreszein die Reaktion der 
Pufferlésungen nach der alkalischen Seite hin verschiebt (siehe H 6fler, 
Ziegler, Luhan 1956, S. 324), so bedeutet die Angabe pH 4,8 nur: im 
Puffer vom Durchschnitiswert pH 4,8 (d. h. in m/i50 KH,PO,) gelést. 

Bei allen angefiihrien Versuchen wurden, wenn nichts anderes vermerkt, 
die Schnitte zehn Minuten lang im Uranin-Farbbad 1 : 10.000 belassen, dann 
im gleichnamigen farblosen Puffer gut ausgewaschen und anschlieftend 
beobachtet. Es wurden nicht nur Vertreter aus den verschiedensten Familien 
der Bliitenpflanzen, sondern auch einige Moose und Farne untersucht. Die 
Mehrzahl der untersuchten Pflanzen gehért den Monokotylen an, da diese 
ja haufig besonders grofe Chloroplasten mit deutlich sichtbaren Granen 
und vor allem auch Leukoplasten besitzen. Die Pflanzen werden im fol- 


41* 
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genden systematisch nach Gruppen und Familien, innerhalb der einzelnen 
Bliitenpflanzen-Familien jedoch ohne Riicksicht auf die systematische Stel- 
lung in alphabetischer Reihenfolge angefiihrt. 


1. Plastiden 


Ubersicht iiber die untersuchten Pflanzen: 


Bryophyta 
Calypogeia fissa 
Lophozia bicuspidata 
Plagiochila asplenioides 
Marchantia polymorpha 

Pteridophyta 
Selaginella Martensii 
Pteris cretica 
Nephrolepis exaltata 
Blechnum brasiliense 
Blechnum occidentalis 
Polypodium aureum 
Polypodium glaucum 
Platycerium alicorne 

Dicotyledonae 

Urticaceae 
Pellionia Daveauana 

Saururaceae 
Houttuynia cordata 

Cactaceae 
Epiphyllum truncatum 

Euphorbiaceae 
Phyllanthus grandifolius 

Begoniaceae 
Begonia rex 

Rosaceae 
Rosa canina 

Papilionaceae 
Phaseolus multiflorus 

Malvaceae 
Abutilon striatum 

Linaceae 
Reinwardtia indica 

Vitaceae 
Vitis Voineriana 


Scrophulariaceae 
Lathraea squamaria 


Acanthaceae 
Sanchezia nobilis 


Asclepiadaceae 
Hoya carnosa 


Monocotyledonae 


Hydrocharitaceae 
Elodea densa 


Vallisneria spiralis 


Liliaceae 
Agapanthus umbellatus 
Aspidistra elatior 
Chlorophytum comosum 
Dracaena deremensis 
Polygonatum verticillatum 
Urginea maritima 


Amaryllidaceae 
Clivia nobilis 
Eucharis grandiflora 
Haemanthus Catharinae 


Commelinaceae 
Rhoeo discolor 
Setcreasea purpurea 
Tradescantia purpusi 
Tradescantia virginica 
Tradescantia zebrina 


Orchidaceae 
Cephalanthera alba 
Coelogyne cristata 
Cypripedium insigne 
Dendrobium moschatum 
Epipactis latifolia 
Haemaria discolor 
Orchis morio 
Platanthera bifolia 
Stanhopea tigrina 


Araceae 
Philodendron fragrantissime 
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Bryophyta 
Calypogeia fissa 

In den gefiarbten Blattchen fluoresziert das Plasma griin; auch die Zellkerne, 
die im Hellfeld nicht sichtbar waren, leuchten ziemlich intensiv griin. Die Plastiden 
fluoreszieren weiterhin rot. Die im Hellfeld unverandert erscheinenden Olkérper 
sind im UV-Licht nicht sichtbar, 
Lophozia bicuspidata 


Die Blattchen bieten im UV-Licht ein ahnliches Bild wie die von Calypogeia 
fissa. Plasma und Kerne sind griin fluorochromiert. Die Chloroplasten leuchten rot, 
von den Olkérpern ist im UV-Licht nichts zu sehen. 

Plagiochila asplenioides 


Plasma und Zellkerne erscheinen griin fluorochromiert. Um die dun- 
kelrotleuchtendenPlastidenistmeisteinzartergriiner 
Saum zu sehen. Im Inneren der Chloroplasten gibt es Starkesplitter, 
die besonders grellgriin leuchten. Vereinzelte Zellen haben stark gequollenes 
Plasma, das intensiv griin fluoresziert. Die im Hellfeld unverandert erschei- 
nenden Olkérper zeigen keinerlei Fluoreszenzfarbung, auch die in vielen 
Zellen vorhandenen stark lichtbrechenden Trépfchen zeigen keinerlei Fluo- 
reszenz. Zahlreiche Zellen des Blattchens haben bereits kurze Zeit nach dem 
Farben griine Vakuolenfluoreszenz. In diesen Zellen ist keine Kern- und 
Plasmafluoreszenz mehr wahrzunehmen. 


Marchantia polymorpha 


Es wurden Flachenschnitte von der Thallusoberseite untersucht. In leben- 
den Epidermis- und Parenchymzellen sind Plasma und Zellkerne griin fluoro- 
chromiert. Die Chloroplasten leuchten rot und sind von einem zarten griinen 
Hof umgeben, der bei allen Plastiden ungefahr gleich breit erscheint. Wo 
mehrere Plastiden sich zu Ketten aneinanderreihen, ist der zarte griine Hof 
um die einzelnen Chlorophyllkérner besonders deutlich zu sehen. Alle Pla- 
stiden der untersuchten Schnitte enthielten in ihrem Inneren mehr oder weni- 
ger autochthone Starkekérnchen, die ebenfalls griin fluoro- 
chromiert waren, und zwar wesentlich starker und greller 
alsdasPlasmaund die Zellkerne. Diese Starkefarbung trat aber 
nur in lebenden Zellen auf, in denen auch Plasma- und Kernfarbung zu 
sehen war. In toten Zellen gab es nichts Griinfluoreszierendes mehr, obwohl 
sich mit Hilfe der JK J-Reaktion dort ebensoviel Starke nachweisen lief 
wie in den Chloroplasten der lebenden Zellen. In vereinzelten, meist gré- 
Beren Zellen trat unmittelbar nach der Farbung Vakuolenfluoreszenz auf. 
Plasma und Zellkern dieser Zellen erschienen nicht fluorochromiert. Die 
Zellen lebten und liefen sich mit 0,8 Traubenzucker plasmolysieren. Die 
Plasmolyseform ist hier, wie bei Allium cepa, konkav-eckig. Der Protoplast 
haftete mit zahlreichen Hechtschen Faden, die ebenfalls griin leuchieten, 
an der Wand. Auch in diesen Zellen leuchtete die Starke in den Chloropla- 
sten grellgriin. Nach einigen Minuten gab es dann auch unter den kleinen 
Parenchymzellen mehrere, die griine Zellsaftfluoreszenz zeigten, deren Plas- 
ma und Zellkern aber nicht mehr fluorochromiert waren. 





622 Annemarie Ziegler 


Die Schnitte wurden anschlieRend an die Beobachtung 24 Stunden in 
einem Schalchen mit farbloser Pufferlésung belassen. Nach dieser Zeit fand 
sich im Schnitt nichts Griines mehr. 


Pteridophyta 


Selaginella Martensii 


Untersucht wurden Flachenschnitte vom Stengel. Plasma und Zellkerne waren 
griin fluorochromiert, besonders stark leuchteten aber die Starkesplitter in den ein- 
zelnen Chloroplasten. Die Verbindungsfaden zwischen den einzelnen Plastiden, die 
ja hier rosenkranzférmig aneinanderhingen, waren zart griin fluorochromiert. Der 
griine Hof um die einzelnen Plastiden war hier nirgends deutlich zu sehen. 


Pteris cretica 


Untersucht wurden Blattstiel-Flachenschnitte und Schnitte von der Blattunter- 
seite. 

In den Epidermiszellen des Blattstieles waren Plasma und Zellkerne griin fluoro- 
chromiert. Die rot leuchtenden Plastiden erschienen griin gesiumt. Starke war in 
den Plastiden nicht vorhanden. Anders verhielten sich die Plastiden der unter der 
Epidermis gelegenen Parenchymzellen. Beim ersten fliichtigen Anblick erschienen sie 
als Ganzes griin leuchtend. Bei naherem Zusehen zeigte es sich aber, da sie mit 
Starke vollgefiillt waren, die intensiv griin leuchtete und so 
eine griine Plastidenfluoreszenz vortaiuschte; zwischen den ein- 
zelnen grofen Starkekérnern sah man die Plastiden mattrot durchschimmern. In 
toten Zellen, deren Plastiden ebenfalls von Starke erfiillt waren, trat keine Stirke- 
farbung auf. 


Auch in den Epidermiszellen der Blattunterseite gab es Plasma- und Zellkern- 
farbung. Die Plastiden waren wie die der Blattstielepidermis véllig frei von Starke 
und fluoreszierten rot. In den SchliefRzellen schienen die Plastiden 
als Ganzes grellgriin zu leuchten. Sie waren vollgefillt mit 
Starke. Bei stark vergréfRernder Optik sah man auch hier wieder dunkle Streifen 
zwischen den einzelnen grellgriin fluorochromierten Starkekérnern. {n vereinzelten 
Schliefzellen von weit gedffneten Spaltéffnungen gab es nur wenige Stirkesplit- 
terchen in den einzelnen Chloroplasten; auch sie leuchteten grellgriin, wahrend 
die Chloroplasten rot fluoreszierten. 


In toten Zellen war nirgends Starkefluoreszenz zu sehen. 
Ein Schnitt wurde fiir 5 Stunden in einem Schalchen mit farbloser Pufferlésung be- 
lassen. Nach dieser Zeit hatte ein Teil der Zellen umgelagert, in den iibrigen gab es 
noch immer Kern-, Plasma- und Starkefarbung. 


Durch ein Praparat wurde nach dem Farben n/1 KOH durchgesaugt, Nach 
dem Zutritt der Lésung zum Schnitt gab es keine Griinfluoreszenz mehr, 
auch die Assimilationsstiarke in den Plastiden war nicht mehr fluoro- 
chromiert. Die Plastiden selbst leuchteten ganz matt graurot. 


Nephrolepis exaltata 


In den Zellen der Blattunterseite trat griine Plasma- und Kernfluoreszenz auf. 
Die rotleuchtenden Plastiden waren von einem zarten griinen Saum umgeben, die 
autochthone Starke in ihrem Inneren fluoreszierte grellgriin. In vereinzelten Zellen 
gab es neben den Chloroplasten noch kleinere farblose Kiigelchen (Leukoplasten?), 
die matigriin fluorochromiert waren und sich mit Jod braun farbten. 
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Blechnum brasiliense 


Untersucht wurden Schnitte von der Blattunterseite. In den Epidermis- 
zellen waren Plasma und Zellkern griin fluorochromiert, wobei besonders 
die Zellkerne stark leuchteten. Die Plastiden erschienen im UV-Licht mattrot 
und waren von einem zarten griinen Saum umgeben; sie waren vollkommen 
stirkefrei. Anders sahen die Plastiden der SchlieRzellen aus. Auch hier 
leuchteten Plasma und Zellkern griin, besonders grellgriin aber leuchteten 
die Chloroplasten, die ganz erfiillt von Starke waren und so eine Plastiden- 
farbung vortauschten. Zwischen den einzelnen grofen Starkekérnern schim- 
merte dunkel mattrot die 
Plastidensubstanz durch 
(Abb. 1). 

In den subepidermal 
gelegenen Parenchymzel- 
len trat ebenfalls Plasma- 
und Kernfarbung auf. Die 
rot leuchtenden Plastiden 
waren von einem zarten 
griinen Hof umgeben, in 
ihrem Inneren waren die 
Splitter von autochthoner 
Starke grellgriin fluoro- 
chromiert. 

Nach 24 Stunden Ver- 


weilen der Schnitte in 


farbloser Pufferlésung ~ Abb. 1. Blechnum brasiliense, Blattunterseite. Plasma 
hatten die Epidermiszel- nd Zellkerne sind griin fluorochromiert. Die rot 
len umgelagert. Die sonst — flyoreszierenden Chloroplasten sind von einem zar- 
durch Eigenfluoreszenz ten griinen Saum umgeben. Die starkereichen Pla- 
blau leuchtenden Zell-  stiden der Schliefzellen scheinen als Ganzes griin 
safte erschienen nun blau- zu leuchten. 

griin bis griin. Von Plas- 

mafarbung war nichts mehr zu sehen. Unter den Plastiden gab es jetzt auf- 
fallend viele Teilungsformen. In den Schliefzellen war nichts Griines mehr 
zu sehen; hier hatte keine Umlagerung statigefunden. 


Blechnum occidentale 


Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten Plasma- und Kernfarbung. Die 
rot leuchtenden Chloroplasten waren zartgriin gesiumt. Hier gab es auch in den 
Plastiden der Epidermiszellen kleine Starkesplitter, die greilgriin fluorochromiert 
waren, Die Chloroplasten der Schliefzellen waren wieder angefiillt mit Starke, die 
ebenfalls grellgriin leuchtete. Das Bild kann bei fliichtiger Beobachtung und Ver- 
wendung einer schwacheren UV-Lampe sehr leicht Chloroplastenfairbung vortiu- 
schen. 


Polypodium aureum 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkerne griin 
fluorochromiert. Die Chloroplasten erschienen rot mit zartem griinem Saum. Die 
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Assimilationsstirke in diesen Chloroplasten leuchtete grellgriin. In den Schlief- 
zellen war hier noch keinerlei Farbung zu sehen, auch keine Starkefarbung, obwohl 
die Jodprobe reichlich Starke in den Chloroplasten nachwies. Anscheinend war hier 
nach einer Farbezeit von 10 Minuten noch kein Farbstoff eingedrungen. 

Nach 24 Stunden Verweilen in farbloser Pufferfliissigkeit hatten einige Epider- 
miszellen den Farbstoff vom Plasma zur Vakuole umgelagert, die Mehrzahl der 
Zellen zeigte jedoch nur mehr die mattblaue Eigenfluoreszenz des Zellsaftes. 


Polypodium glaucum 


Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten Kern- und Plasmafarbung. Die 
rot leuchtenden Plastiden hatten einen zarten griinen Saum, zeigten aber keinerlei 
Stairkefarbung, wahrend in den Chloroplasten der Schliefzellen grofe, intensiv 
griin fluorochromierte Starkekérner lagen. Beim Nachpriifen mit JKJ zeigte sich, 
daf die Plastiden der Epidermiszellen véllig stirkefrei waren. 

Nach 24 Stunden Verweilen der Schnitte in farbloser Pufferlésung gab es keine 
Plasma-, Kern- und Starkefairbung mehr. Die Epidermiszellen hatten umgelagert, 
ihre Vakuolen fluoreszierten mattgriin, wihrend die Vakuolen der Parenchym- 
zellen nur ihre blaue Eigenfluoreszenz aufwiesen. Auch in den Schliefizellen hatte 
keine Umlagerung stattgefunden. 


Platycerium alicorne 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite wie auch in den subepidermal ge- 
legenen Parenchymzellen waren Plasma und Zellkerne griin fluorochromiert. In 
den rot fluoreszierenden, von einem zarten griinen Saum umgebenen Chloropla- 
sten leuchtete die autochthone Starke grellgriin auf. Auch hier war, wie bereits 
fiir Polypodium erwahnt, in den lebenden Schliefzellen nach einer Farbedauer von 
10 Minuten noch keinerlei Fluorochromierung des Zellinhaltes zu sehen. 


Nach 48 Stunden Aufenthalt des Schnittes in farblosem Puffer hatten die Epi- 
dermiszellen den Farbstoff umgelagert. Sie hatten matigriin leuchtende Vakuolen. 
Von Stiarkefarbung war nichts mehr zu sehen. 


Dicotyledonae 
Urticaceae 
Pellionia Daveauana 


Untersucht wurden Quer- und Langsschnitte durch den Stengel. In den 
Parenchymzellen leuchteten Plasma und Zellkerne griin. Die Chloroplasten 
fluoreszierten rot und hatten einen schmalen griinen Hof. Die autochthone 
Starke in den Chloroplasten leuchtete grellgriin. Besonders schén waren 
die Starkekérner gefarbt, denen die Reste des Chloroplasten noch seit- 
lich ansitzen. Das Starkekorn war leuchtend griin, der Plastidenrest rot 
mit griinem Saum. Im Mark gibt es grofe Starkekérner, an denen keine 
Plastidenreste mehr zu sehen sind. Sie leuchteten grell griin. Auch die aus 
dem Schnitt herausgefallenen und in der Pufferlésung unter dem Deckglas 
liegenden Starkekérner waren griin fluorochromiert. 

Aus einem Schnitt, durch den n/1 KOH gesaugt wurde, verschwand 
jegliche Griinfluoreszenz. Von Starkefarbung war nichts mehr zu sehen. 
Auch die Rotfluoreszenz der Plastiden schwand fast ginzlich. 

Durch einen zweiten Schnitt wurde n/10 H C1 durchgesaugt. Auch hier 
verschwindet jegliche Griinfluoreszenz, die Rotfluoreszenz der Chloroplasten 
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aber bleibt bestehen, ja sie erscheint sogar noch verstiarkt. Vereinzelte Stir- 
kekérner sehen zunachst noch matt blaugriin aus, aber auch sie verlieren 


ihre Farbe sehr bald. 


Saururaceae 
Houttuynia cordata 


Untersucht wurden Flachen- und Querschnitte vom Blattstiel. In den Paren- 
chymzellen waren die Kerne griin fluorochromiert. Auch der Plasmawandbelag und 
die Plasmasepten, die die Zelle durchziehen, leuchteten griin. Am kraftigsten 
leuchtete aber auch hier wieder die autochthone Starke in 
denrotfluoreszierenden Chloroplasten, Um die einzelnen Plastiden 
war der zarte griine Saum deutlich zu sehen. Die Zellen des Stengelmarkes waren 
ganz erfiillt von grofen Starkekérnern, die ebenfalls grellgriin fluorochromiert 
waren. Allerdings wieder nur in lebenden Zellen. Doch waren auch die Starkekér- 
ner, die auferhalb des Schnittes lagen und aus angeschnittenen Zellen stammten, 
griin fluorochromiert. 

Bei Zusatz von n/ 1 KOH zu einem Schnitt starben die Zellen ab. Im Au gen- 
blick des Absterbens verschwand die Plasma- und Kernfir- 
bung aber auch die Starkefairbung in den Chloroplasten. 

Die Plasmafluorochromierung mit Uranin zeigte eine gewisse pH-Abhiangig- 
keit, wobei aber keine scharfe Farbeschwelle auftrat, wie dies sonst bei Elektro- 
adsorptivfarbung des Plasmas oder des Zellkernes mit basischen Fluorochromen der 
Fall ist (Strugger 1938, Héfler, Ziegler, Luhan 1956). Die Fluorochro- 
mierung des Plasmas war bei unseren Versuchen am kraftigsten bei pH 4,8, wurde 
bei pH 7—8 schwacher und war bei pH 10 minimal. Um nun auch etwaige Fiarbe- 
schwellen fiir die Plastiden- und Starkefarbung feststellen zu kénnen, wurden an 
verschiedenen Pflanzen pH-Reihenversuche angestellt, deren Ergebnisse zusammen- 
fassend im Schlu&kapitel besprochen werden. Auch Stengelschnitte von Houttuynia 
wurden in pH-gestuften Farbbadern fluorochromiert. 

pH 4,8: Plasma und Zellkerne sind kraftig griin fluorochromiert. Um die rot- 
leuchtenden Chloroplasten findet sich ein zarter griiner Hof. Die Assimilations- 
stirke in den Chloroplasten leuchtet grellgriin. 

pH 6,0: Auch hier gibt es noch intensive Plasma-, Kern- und Starkefarbung. 
Der griine Saum um die rotleuchtenden Chloroplasien ist ebenfalls deutlich zu 
sehen. 

pH 7,1: Plasma-, Kern- und Stiarkefiairbung ist wohl noch deutlich zu sehen, 
ist aber bereits viel schwacher als bei pH 6,0. 

pH 8,0: In vereinzelten Randzellen des Schnittes findet sich noch Plasma-, 
Kern- und Starkefarbung. Daneben gibt es in vereinzelten Zellen auch griine Va- 
kuolenfluoreszenz. 

pH 8.75: Hier gibt es in den Rindenzellen keinerlei Griinfluoreszenz von 
Plasma, Kern oder Starke. Auch zeigen die rotleuchtenden Plastiden keinerlei 
griinen Saum. Vereinzelte Zellen haben leuchtend griine Vakuolen. In allen Zellen 
gibt es lebhafte Plasmastrémung. In sehr vielen Zellen des Markes war allerdings 
die Reservestarke noch leuchtend griin fluorochromiert, 
von Plasma- und Kernfarbung war aber auch in diesen Zellen nichts mehr zu sehen. 

pH 10,1: Die Zellen leben und zeigen lebhafte Plasmastrémung. Im ganzen 
Schnitt gibt es aber keine Spur von Griinfarbung mehr. 

Bei einer zweiten Versuchsreihe, die 5 Tage spater am gleichen Pflanzenmaterial 
mit denselben Pufferlésungen angestellt wurde, zeigten sich zundchst ganz andere 
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Ergebnisse. Hier waren bei pH 8,75 Plasma und Zellkerne noch immer lebhaft griin 
fluorochromiert. Selbst bei pH 10,1 gab es noch immer schwache Plasma- und Kern- 
farbung, auch der griine Saum um die Chloroplasten war noch zu sehen, Die Starke- 
kérner waren noch ziemlich kraftig fluorochromiert. Diese unerwarteten Farbe- 
ergebnisse liefien sich aber bald aufkliren. Beim Nachmessen der gepufferten Lésun- 
gen zeigte sich, daffi die alkalischen Werte sehr stark nach der 
sauren Seite hin verschoben waren, obwohl die Lésungen in gut 
schlieRenden Flaschchen mit eingeschliffenem Glasstépsel aufbewahrt wurden. So 
zeigte die Lésung, die urspriinglich einen pH-Wert um 10,1 hatte, jetzt nur mehr 
ein pH von 854. Bei pH-Angaben von nicht unmittelbar fiir den 
betreffenden Versuch bereiteten Pufferlésungen ist daher 
immer Vorsicht geboten. 
Cactaceae 
Epiphyllum truncatum 

Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten Plasma- und Kernfarbung. Die 
Plastiden in den Schliefzellen sahen griin fluorochromiert aus. Sie enthielten derart 
viel Starke, da& von dem mattrot fluoreszierenden Chlorophyllkorn nur ganz 
schmale Streifen zwischen den grellgriin leuchtenden Starkekérnern zu sehen waren. 
Euphorbiaceae 
Phyllanthus grandifolius 

In den Epidermiszellen der Blattunterseite sind Plasma und Kerne griin fluoro- 
chromiert. Auch die Leukoplasten leuchten griin. In den subepider- 
mal gelegenen Parenchymzellen ist ebenfalls Kern- und Plasmafiarbung zu sehen. 
Die rot fluoreszierenden Chloroplasten sind von einem schmalen griinen Saum um- 
geben. Den meisten Plastiden sitzt seitlich eine Stirkekappe an, die intensiv griin 
leuchtet. 
Begoniaceae 
Begonia rex 

Untersucht wurden Querschnitte durch den Blattstiel. In den Parenchymzellen 
waren Plasma und Zellkern griin fluorochromiert; im Plasma gab es zahl- 
reiche kleine Kiigelchen, die besonders intensiv griin leuch- 
teten. Die Chloroplasten fluoreszierten rot und waren von einem schmalen griinen 
Hof umgeben. Die autochthone Stirke in den Chloroplasten der lebenden Zellen 
leuchtete intensiv griin. In toten Zellen war nichts von Griinfluoreszenz zu sehen, 
obwohl dort die Plastiden gleichviel Starke enthielten wie in den lebenden Zellen. 


Rosaceae 
Rosa canina 

Untersucht wurden Zellen aus dem Fruchtfleisch der Beeren. Plasma und Zell- 
kerne waren wie iiblich griin fluorochromiert, die spindelférmigen Chromo- 
plasten hingegen zeigten keinerlei Firbung mit Uranin. 


Papilionaceae 
Phaseolus multiflorus 

Es wurden Stengel-Flachenschnitte sowie Schnitte- von der Blattunter- 
seite einer unter Lichtabschluf erzogenen, etiolierten Pflanze untersucht. 


Im Stengelparenchym fiarbien sich hier neben Plasma und Zellkern auch 
die Proplastiden (Phasenkontrast!) griin an. Die Proplastiden fluoreszieren 





Plastiden- und Stirke-Fluorochromierung mit Uranin 627 


aber nur matigriin, bei weitem nicht so stark wie die Starke in den Chloro- 
plasten. Sie werden zeitweilig von der Plasmastrémung in der Zelle erfaft 
und ein Stiick weit mitgeschleppt; dabei wird améboide Formveranderung 
sichtbar. Im griin fluorochromierten Plasma gab es auch hier wieder zahl- 
reiche kleine Kérnchen, die besonders intensiv griin leuchteten. Die Plastiden 
der Schliefizellen waren voll von Starke, die grellgriin aufleuchtete und so 
Plastidenfarbung vortauschte. 

In den kleinen zart gelblichen Blittchen waren die Mutterzellen der 
SchlieRzellen und ihre Weiterentwicklung schén zu beobachten. Die SchlieB- 
zellenmutterzellen besitzen in der Mitte eine kleine Vakuole, die im UV- 
Licht dunkel erscheint. Sie sind ganz erfiillt von kraftig griin fluorochro- 
miertem Plasma. Auch die beiden kleinen SchlieRzellen, die durch Teilung 
aus dieser Mutterzelle entstehen, sind zunachst ganz erfiillt vom kraftig 
griin fluorochromierten Plasma. Jede Schliefizelle besitzt 1 oder 2 kleine 
Vakuolen, die im UV-Licht dunkel erscheinen. Von Starke oder Plastiden- 
farbung ist in diesen ersten Stadien noch nichts zu sehen. Auch mit JK J 
konnte in den SchlieRzellen noch keine Starke nachgewiesen werden. In den 
groReren alteren SchlieBzellen, die auch noch fast zur Gainze von Plasma 
erfiillt sind und 1 bis 2 kleine Vakuolen beinhalten, enthalten die Plastiden 
bereits intensiv griin fluorochromierte Starkekérner (vgl. Reuter 1956). In 
den Blattnervendeckzellen gibt es farblose Plastiden, die sich mit Uranin 
griin fluorochromieren. Die iibrigen Epidermis- und Parenchymzellen sind 
noch sehr klein und zeigen griine Plasma- und Kernfluoreszenz. 


Malvaceae 
Abutilon striatum 

Die Epidermiszellen und die darunterliegenden Parenchymzellen der Blatt- 
unterseite zeigen Kern- und Plasmafarbung. Die rot fluoreszierenden, von einem 
zarten griinen Hof umgebenen Chloroplasten der Parenchymzellen sind stiarkefrei. 
In den Chloroplasten der SchlieRzellen gibt es hingegen grofte Starkekorner, die 
intensiv griin leuchten. 


Linaceae 
Reinwardtia indica 


Untersucht wurden die Bliitenblatter. Sie sind dunkelgelb gefarbt 
und verdanken diese Farbung schénen groRen Chromoplasten, die in nor- 
malen lebenden Zellen ein ahnliches Mosaik bilden wie die Chloroplasten 
der Moosblattchen (Abb. 2 a). Nach Uraninfarbung fluoreszieren Plasma und 
Zellkerne leuchtend griin, die Chromoplasten sind nicht ge- 
fairbt. Anders verhalten sich die Chromoplasten in den nicht mehr voll- 
turgeszenten Partien der Bliitenblatter, deren Zellen zwar noch leben, aber 
doch bereits Verinderungen gegeniiber den normalen lebenden Zellen auf- 
weisen. Am auffalligsten veraindert erscheinen die Chromoplasien, Sie sind 
vakuolig degeneriert (Kiister 1937, Zurzycki 1954, Abb. 8). Einer 
farblosen 5—6 «1 grofen Blase sitzt einseitig eine dunkelgelbe Kappe auf 
(Abb. 2 b). Das Bild erinnert an die von Bie b1 (1940, Abb. 4) beschriebene 


vakuolige Degeneration der Chloroplasten von Hookeria lucens, Im UV- 
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Licht erscheint die Blase dunkel, die Kappe fluoresziert kaum merklich 
braungelb. Anders nach Uraninfarbung; jetzt leuchtet die Blase ziemlich 
kraftig griin, von der Kappe ist kaum mehr etwas zu sehen. Die Schnitte 
boten im UV-Licht meist einen eigenartigen Anblick (Abb. 2 b): Die vakuolig 
degenerierten Plastiden lagen namlich meist in Doppelreihen in den durch 
die Membranleisten gebildeten ,,Fachern“ der Zelle, so da auf dunklem 
Untergrund zahlreiche parallel liegende, aus einzelnen griinen Punkten 
zusammengesetzte Streifen zu sehen waren. Die gleiche vakuolige Degene- 
ration lief sich durch einfaches Auflegen der Bliitenblatter auf Wasser her- 


Abb. 2. Reinwardtia indica, Bliitenblattepidermis. a Zelle mit normalen Chromo- 
plasten; b Zelle, deren Chromoplasten vakuolig degeneriert sind; c tote Zelle mit 
groRen gelben Oltropfen. 


beifiihren. Schon Sc him p er (1883) waren ja die ,,hohlen Kugeln* bekannt, 
zu denen die Chromoplasten von Tulipa beim Beriihren mit Wasser auf- 
quellen. Dieser Vorgang kann durch Einbringen in hypertonische Lésung 
wieder riickgangig gemacht werden. 

In den vollig degenerierten Zellen, in denen nur mehr Reste vom koagu- 
lierten Plasma und gelbe grofe Fetttropfen lagen (Abb. 2 c), farbte sich mit 
Uranin nichts mehr an. 


Vitaceae 
Vitis Voineriana 

Untersucht wurden Quer- und Langsschnitte vom Stengel und Schnitte von der 
Blattunterseite, 

In den Epidermis- und Parenchymzellen des Stengels trat griine Kern- und 
Plasmafirbung auf. Um die Chloroplasten war ein zarter griiner Hof zu sehen. 
Dieautochthone StarkeindenPlastidenleuchtete besonders 
intensiv griin. In den weiter nach innen gelegenen Zellen gab es groBe Starke- 
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kGérner, denen noch Reste des Chloroplasten seitlich ansafen. Diese Starke- 
kérner leuchteten ebenfalls kraftig griin, die ansitzenden 
Chloroplastenreste warenrot und schienen voneinem zarten 
griinen Saum umgeben. In den Markzellen des Stengels lagen grofe, leuch- 
tend griin fluorochromierte Starkekérner, an denen keine Plastidenreste mehr zu 
sehen waren. 

Viele Zellen des Stengels zeigten neben Kern-, Plasma- und Starkefarbung auch 
bereits Griinfluoreszenz der Vakuole. In toten Zellen war keinerlei 
Farbung der Starke zu sehen, 

Nach 24 Stunden Verweilen der Schnitte in der Pufferlésung waren viele Zellen 
dicken Schnitten noch immer Stirkefairbung zu sehen, und zwar war sowohl die 
Assimilationsstirke in den Plastiden als auch die Reservestirke im Mark gefarbt. 
In einem diinnen Schnitt war dagegen vollkommene Umlagerung eingetreten, die 
Starke war jetzt vollig fluoreszenzfrei. 

Auch in den Parenchymzellen des Blattes trat Kern- und Plasmafirbung auf. 
Die rot fluoreszierenden Chloroplasten waren von einem zarten griinen Hof um- 
geben, die autochthone Starke leuchtete intensiv griin. 

Nach 24 Stunden Verweilen der Schnitte in der Pufflésung waren viele Zellen 
des Schnittes abgestorben, die noch lebenden hatten vollkommen umgelagert. 

Stengellangsschnitte wurden in einer pH-gestuften Farbbadreihe gefirbt: 

pH 2,04: Die iiberwiegende Mehrzahl der Zellen ist tot. In allen lebenden 
Zellen ist die Vakuole griin fluorochromiert. Plasma, Zellkern und Starke leuchten 
ebenfalls griin. Die Plastiden erscheinen rot. 

pH 4,8: Hier leben alle Zellen. Sie haben schéne Plasma-, Kern- und Starke- 
farbung. In vielen Zellen sind die Zellsifte ebenfalls griin fluorochromiert. 

pH 6,0: Schéne Plasma-, Kern- und Stiarkefarbung. Das Plasma scheint be- 
sonders an den Schmalseiten der Zellen stark fluorochromiert, was dem Schnitt im 
UV-Licht ein eigenartiges Aussehen verleiht. 

pH 8,0: Hier ist im Schnitt nichts Griines mehr zu sehen. 

pH 10,1: Gleiches Bild wie pH 8,0. 

Durch einen bei pH 4,8 gefarbten Schnitt wurde n/i HC] durchgesaugt. Nach 
einigen Minuten verschwand die Griinfluoreszenz der Starke, die Chloroplasten 


leuchteten weiterhin rot, und zwar intensiver als vorher, hatten aber keinen griinen 
Saum mehr. 


Scrophulariaceae 
Lathraea squamaria 


Untersucht wurden Schnitte von der Unterseite der Schuppenblatter. In den 
Epidermiszellen trat schéne Plasma- und Kernfarbung ein. Die im Hellfeld farblos 
erscheinenden Plastiden schienen hier besonders grell zu leuchten. Bei naherem 
Zusehen zeigte sich aber, daft die grellgriin leuchtende Kugel nur ein Teil des 
Plastiden war. In jedem der Plastiden, die nur kaum merklich 
griin fluorochromiert waren,sa& seitlich ein kleines, grell- 
griin leuchtendes Kiigelchen, das sich mit Jod schwarzblau 
farbte und sich so als Starke zu erkennen gab. 


Acanthaceae 
Sancezia nobilis 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkern gefarbt. 
Die hier sparlich vorhandenen Leukoplasten leuchteten ebenfalls 
griin. In den Schliefizellen war neben Plasma und Zellkern vor allem die Starke 
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in den Chloroplasten kraftig fluorochromiert. In den subepidermal gelegenen 
Parenchymzellen, in denen ebenfalls Kern und Plasma griin leuchteten, gab es um 
die rot fluoreszierenden Chloroplasten wieder einen zarten griinen Saum. Die 
Assimilationsstirke im Innern der Chloroplasten war grellgriin fluorochromiert. 
Unter der starken UV-Lampe starben die Zellen des Schnittes nach 10 bis 15 Minu- 
ten ab. In den toten Zellen war dann keinerlei Griinfluoreszenz mehr zu sehen. 
Asclepiadaceae 
Hoya carnosa 

Untersucht wurden Langsschnitte durch den Blatistiel und Schnitte von der 
Blattunterseite. 

Die Parenchymzellen im Blattstiel hatten Plasma und Kern griin fluorochro- 
miert. Die rot leuchtenden Chloroplasten waren von einem zarten griinen Saum 


umgeben. Die meisten von ihnen beinhalten zahlreiche kleine Stiarkesplitter, die 
intensiv griin leuchteten. 


Die Epidermiszellen der Blattunterseite, die ebenfalls Plasma- und Kernfarbung 
zeigten, enthielten Chloroplasten, die mattrot fluoreszierten. Die Chloroplasten der 


darunterliegenden Parenchymzellen enthielten grofe, intensiv griin fluorochromierte 
StarkekGrner. 


Monocotyledonae 
Hydrocharitaceae 
Elodea densa 


In den Blattchen, die 10 Minuten lang im Farbbad gelegen waren, 
war besonders in den Zellen der Mittelrippe und des Blatigrundes lebhafie 
Plasmasirémung zu beobachten. Plasma und Zellkerne waren griin fluoro- 
chromiert; besonders stark leuchtete das gequollene Plasma vereinzelter 
Zellen der Blattbasis. Die rot fluoreszierenden Chloroplasten waren griin ge- 
siumt. An den vom strémenden Plasma mitgeschleppten Plastiden war hier 
sehr schén zu sehen, daf dieser griine Saum nicht etwa das umgebende Plas- 
ma darstellt, in das die Plastiden eingebettet sind, sondern daft es sich dabei 
wirklich um etwas den Plastiden selbst Zugehérendes handelt. In den roten 
Chloroplasten gab es auch hier wieder intensiv griin leuchtende Starke- 
splitter. Die Verteilung der Starke im Blatt wurde hier mit Hilfe des Ura- 
nins besonders deutlich sichtbar gemacht. Besonders starkereich waren die 
Zellen der Mittelrippe sowie die Zellen der Blattbasis. Von hier nahm der 
Starkegehalt gegen die Blattspitze zu immer mehr ab. Die obere Hilfte der 
Blattspreite war starkefrei (siche Moder 1932). An den Zellsaiften der in 
beiden Zellschichten des Blattes gelegenen Idioblasten, die blaue Eigen- 
fluoreszenz zeigen, war nach dieser kurzen Farbedauer noch keine Verinde- 
rung wahrzunehmen. 

Nach 3 Stunden Verweilen in der farblosen Pufferlésung zeigten die 
Zellen noch immer Kern-, Plasma- und Starkefarbung; die Idioblasten 
fluoreszierten aber nicht mehr blau, sondern gelblichgriin bis griin. Die 
Plasmastrémung in den Zellen der Blattmittelrippe war noch immer lebhaft, 
in den Spreitenzellen schien sie jetzt langsamer. 

An Blattchen, die 24 Stunden in einem Schilchen mit farbloser Puffer- 
lésung gelegen waren, gab es noch immer Plasmastrémung, die besonders 
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lebhaft in den Zellen der Mittelrippe war. An der Blattbasis war Stré- 
mung in den Spreitenzellen der Blattober- und -unterseite zu sehen. Von 
Griinfluoreszenz war im ganzen Blattchen nichts mehr zu sehen, auch die 
Idioblasten leuchteten wieder rein blau. Nur die Vakuolen der Blattzahn- 
chen leuchteten matt blaugriin. 

In Blattchen, die 24 Stunden lang in feuchter Kammer unter Deckglas 
in einem Tropfen Pufferlésung gelegen waren, war nichts mehr von Plasma- 
stromung zu sehen. Die Vakuolen der Idioblasten, die durchwegs Vakuolen- 
kontraktion zeigten, fluoreszierten hier noch griinblau, ihr Plasma war matt- 
griin. In 0,8mol Traubenzucker trat in allen Zellen des Blattchens Plasmo- 
lyse ein, und zwar in den kleinen Zellen der Blattunterseite konkav, in den 
grofen Zellen der Oberseite aber konvex. 

Um nachzupriifen, ob nicht eine langere Farbedauer doch auch zu einer 
Fluorochromierung der Chloroplasten fiihren kénnte, wurden Bliattchen 1, 
3 und 24 Stunden bzw. 3 Tage lang im Farbbad belassen. 

Die Zellen der Blattchen, die 1 Stunde lang im Uraninfarbbad lagen, 
zeigten nachher schéne Plasma- und Kernfarbung. Die Plastiden waren aber 
trotz langerer Farbeinwirkung rot und schienen von einem zarten griinen 
Saum umgeben. Die Assimilationsstirke in den Plastiden war intensiv 
griin fluorochromiert. Die Vakuolen der Idioblasten erschienen nach dieser 
langeren Farbezeit nicht mehr rein blau, sondern weiflich bis griinlichgelb. 
Auch hier war lebhafte Plasmastrémung, besonders in den Blaitgrundzellen 
und in den Zellen der Mittelrippe, zu beobachten. Die Blattchen blieben 
anschliefend fiir 24 Stunden in einer feuchten Kammer unter Deckglas 
liegen. Nach diesen 24 Stunden zeigten sie folgendes Bild: Plasma und Zell- 
kerne waren nach wie vor griin fluorochromiert. Von Starkefarbung war 
hier nichts mehr zu sehen, obwohl sich Starke mit Hilfe der Jodprobe in 
den Chloroplasten nachweisen lief. Die Idioblasten zeigten starke Vakuolen- 
kontraktion. Die Vakuolen fluoreszierten gelbgriin, das Plasma rein griin. 

Blattchen, die 3 Stunden lang im Farbbad gelegen hatten, wiesen 
ebenfalls schéne Plasma-, Kern- und Starkefarbung auf. Die noch immer 
rot fluoreszierenden Chloroplasten waren griin geséumt. Die Idioblasien 
hatten hier bereits rein griine Zellsafte. In den Zellen der Mittelrippe und 
in zahlreichen Spreitenzellen, besonders an der Blattbasis, war lebhafte 
Plasmastrémung zu sehen. 

Auch Blittchen, die 24 Stunden lang im Farbbad lagen, zeigten nur 
Plasma-, Kern- und Stirkefarbung. Die Chloroplasten fluoreszierten rot. 
Die Idioblasten zeigten starke Vakuolenkontraktion. Der Vakuoleninhalt 
fluoreszierte gleifend griin, das Plasma nur matigriin. Plasmastrémung war 
auch in diesen Blattchen zu sehen, doch war sie nicht besonders lebhaft. 

Blattchen, die 3 Tage lang im Uraninfarbbad lagen, zeigten Plasma-, 
Kern- und Stirkefirbung. Die Plastiden leuchteten rot und waren von 
einem griinen Saum umgeben. Die Vakuolen der Idioblasten waren stark 
kontrahiert und leuchteten gleifend griin. In zahlreichen Zellen der Blatt- 
spreite war trage Plasmastrémung zu beobachten. 

Es war also hier trotz lange dauernder Farbezeit 





632 Annemarie Ziegler 


(bis zu 3 Tagen) nirgends zur Anfarbung der Chloropla- 
sten gekommen. Sie leuchteten ebenso wie nach kur- 
zer Farbeinwirkung rot und waren von einem zarten 
grinen Saum umgeben. 


Vallisneria spiralis 

Untersucht wurden Flachenschnitte von der Blattunterseite. Auch hier wurden 
wieder verschieden lange Farbezeiten angewendet, und zwar % Stunde, 4% Stunde, 
3 Stunden und 24 Stunden. Die Ergebnisse waren aber stets die gleichen. Plasma 
und Zellkerne waren griin fluorochromiert, die rot fluoreszierenden Chloroplasten 
schienen griin gesiumt. Die Starkesplitter im Inneren der Plastiden leuchteten 
intensiv griin. Uberall gab es schéne Plasmastrémung, die aber in den 24 Stunden 
lang gefarbten Schnitten viel langsamer war als in jenen, die nur % Stunde im 
Farbbad lagen. 

15 Minuten lang gefiarbte Schnitte, die anschlieRend 24 Stunden lang in einem 
Schalchen mit. farbloser Pufferlésung langen, zeigten keinerlei Griinfluoreszenz 
mehr. Die Plasmastrémung war noch immer unverandert lebhaft. Auch ein Schnitt, 
der gleich lang unter Deckglas in der feuchten Kammer lag, zeigte keinerlei Griin- 
fluoreszenz mehr. 


Liliaceae 


Agapanthus umbellatus 


Untersucht wurden junge Blattchen, die noch véllig farblos schienen, und 
solche, deren Basis noch farblos, deren Spitze aber bereits ergriint war. 

In den Epidermis- und Parenchymzellen der ca. 1% cm langen farblosen 
Blattchen waren Plasma und Zellkern griin fluorochromiert. In der Epi- 


dermis lagen auferdem noch griin leuchtende Leukoplasten. In den Meso- 
phyllzellen gab es ebenfalls zart griin fluorochromierte, mehr 
oder weniger kugelige Proplastiden, die im Hellfeld villig 
farblos erschienen und nur schwer zu erkennen waren. Sie lagen in vielen 
Zellen an den beiden Zellpolen (siche Strugger 1954, Abb. 2) gehauft, 
in den iibrigen Zellen unregelmafig iiber die ganze Zelle verteilt. In den 
SchlieRzellen war die Plastidenstarke lebhaft griin fluorochromiert. 

In einem dlteren, ca. 5cm Jangen Blattchen hatten die Epidermiszellen 
der farblosen Blatizone griin fluorochromiertes Plasma und Zellkerne, Auch 
die Leukoplasten fluoreszierten griin. Die Plastiden der Schliefzellen waren 
im Hellfeld kaum merklich griin, aber ganz erfiillt von Starke, die grell- 
griin fluoreszierte. In den Mesophylizellen lagen unregelmaéfig geformte 
Proplastiden, die mattgriin fluorochromiert waren und amdéboide Form- 
veranderung zeigten. In den Mesophylizellen der bereits ergriinten Blatt- 
spitze war die Assimilationsstirke griin fluorochromiert, die Plastiden 
selbst leuchteten rot und zeigten einen zarten griinfluoreszierenden Saum. 


Aspidistra elatior 

Untersucht wurden oberflachennahe Langsschnitte vom Blattstiel und 
Schnitte von der Blattunterseite. 

In den Zellen des Blattstieles waren Plasma und Zellkern griin fluoro- 
chromiert. Die griingesdumten Chloroplasten fluoreszierten rot. Die Grana 
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waren hier besonders deutlich zu sehen. Zwischen den rotleuch- 
tenden Granen aber gab es nichts Griines, das auf 
eine Fluorochromierung des Stromas hatte schliefen 
lassen. Es war also auch hier bei den groffen Chloroplasten keine Far- 
bung des Stromas mit Uranin wahrnehmbar, sie miifte denn so gering 
gewesen sein, da sie von der Rotfluoreszenz des Chlorophylls iiberstrahli 
war. Manchmal schien zwar iiber den granafreien Teilen der Plastiden ein 
griiner Schimmer zu liegen, der aber wahrscheinlich vom periplasmatischen 
griinen Hof herriihrte, denn beim Zuziehen der Immersionsblende ver- 
schwand er. Auf dunklem Hintergrund waren dann nur mehr die rot leuch- 
tenden Grana zu sehen. 

Unmittelbar nach dem Farben gab es bereits zahlreiche griin fluoro- 
chromierte Vakuolen, 1% Stunde nach Beendigung des Farbbades waren 
fast alle Vakuolen griin. 

In den dickwandigen Randzellen des Schnittes leuchteten die von Plasma 
erfiillten Tiipfelkandle sattgriin. 

Nach 24 Stunden Verweilen der Schnitte in Schilchen mit farbloser Puf- 
ferlésung hatte vollkommene Umlagerung stattgefunden. 

In den Epidermiszellen und den darunter liegenden Parenchymzellen 
der Blattunterseite war ebenfalls Plasma- und Kernfarbung zu beobachten. 
Die Chloroplasten in den Schliefzellen waren ganz erfiillt mit grellgriin 
fluorochromierter Starke, so daf sie als Ganzes zu leuchten schienen. 


Chlorophytum comosum 


Besonderes Interesse verdienen die Versuche mit Chlorophytum como- 
sum. Diese Pflanze wurde als Versuchsobjekt gewahlt, weil sich an ihr die 
Méglichkeit ergab, griine und panaschierte Blatter und Blatteile und damit 
auch ergriinte und nichtergriinte Plastiden vergleichend zu untersuchen. 

Zunachst wurden Schnitte von der Unterseite eines normal er- 
griinten Blattes gefarbt. In den Epidermiszellen gab es Plasma-, 
Kern- und Leukoplastenfarbung. Neben den griin fluorochromierten Leuko- 
plasten lagen auch hier wieder zahlreiche kleine Kiigelchen im Protoplasma, 
die besonders intensiv griin fluoreszieren und oft den Leukoplasten 
ansaften. Die Chloroplasten der Schliefizellen waren erfiillt von Starke, die 
lebhaft griin leuchtete und eine Plastidenfarbung vortauschte. In toten 
Schliefizellen hingegen, die ebensoviel Starke in ihren Chloroplasten ent- 
hielten, war nichts Griines zu sehen. Die Plastiden leuchteten grellrot. Dies 
war besonders schén an Spaltéffnungen zu sehen, deren eine SchlieRzelle 
noch lebte, deren andere aber bereits abgestorben war. In den unter der 
Epidermis gelegenen Parenchymzellen waren die rot leuchtenden Chloro- 
plasten wieder von einem zarten griinen Hof umgeben; die Assimilations- 
stirke in ihrem Inneren leuchtete grellgriin. Auch hier gab es im Plasma 
die kleinen, besonders kraftig fluorochromierten Kiigelchen. 

Nach drei Stunden Verweilen in einem Schalchen mit farblosem Puffer 
hatten alle Epidermis- und Parenchymzellen griine Vakuolen. In den Epi- 
dermiszellen waren aber auch noch die Leukoplasten und die kleinen Kiigel- 
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chen im Plasma griin fluorochromiert, auch in den Schliefizellen gab es 
neben den bereits griinen Vakuolen noch immer grellgriin fluorochromierte 
Starkekérner. Nach 24 Stunden hatten alle Zellen vollkommen umgelagert. 
Die Vakuolen der Epidermiszellen fluoreszierten smaragdgriin, wahrend 
die Parenchymzellen-Vakuolen mehr gelbgriin und mit gréRerer Intensitat 
leuchteten. 

Auch in Schnitten, die 3 Stunden und 24 Stunden lang im 
Uraninfarbbad belassen wurden, gab es nur Plasma-, Kern-, Leukoplasten- 
und Starkefarbung. Die Chloroplasten schienen auch nach dieser langen 
Farbezeit mattrot und waren von einem zarten griinen Hof umgeben. 
Daneben trat in den 24 Stunden lang gefarbten Schnitten auch Vakuolen- 
farbung auf. Die Vakuolen der Epidermiszellen waren auch hier smaragd- 
griin, die der Parenchymzellen hingegen gelbgriin fluorochromiert. 

In Schnitten, die 4 Tage lang im Uraninfarbbad lagen, war nur mehr 
Vakuolenfluoreszenz wahrzunehmen. Von Plasma-, Kern-, Leukoplasten- 
und Starkefluoreszenz war nichts mehr zu sehen. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurden griine und panaschierte 
Pflanzen vergleichend untersucht. 

Die Schnitte von der Blattunterseite der griinen Pflanze zeigten 
das bereits beschriebene Bild. In den Chloroplasten von Chlorophytum sind 
die Grana sehr schén zu sehen. Sie leuchten rot. Trotz angestrengter Beob- 
achtung konnte aber keinerlei Firbung des zwischen den Granen befind- 
lichen Stomas festgestellt werden. Auch in diesen Schnitten waren die im 
UV-Licht rot leuchtenden Chloroplasten von einem griinen Hof umgeben. 
Interessant war die Beobachtung, daf in Teilung befindliche, aber noch zu- 
sammenhingende Chloroplasten diesen griinen Saum nicht nur an der Peri- 
pherie, sondern auch an der Einschniirungsstelle aufweisen (Abb. 3 a). 

Schnitte von der Unterseite des panaschierten Blattes wurden 
so gefiihrt, daff sie sowohl das weiffe Feld neben der Mittelrippe als auch 
den anschliefenden griinen Blatteil erfaften. Die Epidermiszellen beider 
Areale waren gleich. Plasma, Kerne und Leukoplasten waren griin fluoro- 
chromiert. Neben den Leukoplasten gab es auch hier 
wieder zahlreiche kleine, intensiv griin leuchtende 
Kiigelchen im Protoplasma. Das gequollene Plasma der Sdhnitt- 
randzellen leuchtete besonders kraftig. Die Parenchymzellen im griinen 
Blattfeld glichen denen vom normalen griinen Blatt. Anders aber sahen 
die Parenchymzellen des farblosen Blattareals aus (Abb. 3b). Hier waren 
Plasma und Zellkerne ebenfalls griin fluorochromiert, aber auch die P1a- 
stiden leuchteten mattgriin. Sie waren allerdings nicht linsen- 
férmig wie im griinen Blatteil, sondern zeigten unregelmifige améboide 
Formen. In diesen mattgriinen Plastiden gab es dann meistens einen, 
seltener zwei rot fluoreszierende Punkte. Es handelt sich dabei wohl um 
Proplastiden mit ergriintem Primargranum, das sich eben nicht weiter oder 
bestenfalls in zwei Granen geteilt hat. So entstanden mono- oder digranu- 
lare Plastiden, deren Granen griin, deren Stroma aber farblos ist. In ganz 
seltenen Fallen gab es im griin fluorochromierten Plastiden ein gréferes 
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rot fluoreszierendes Gebilde (Abb.3b, siehe auch Strugger 1954 und 
Strugger und Losada-Villasante 1956, Abb. 3 und 4). Meist 
lagen die beiden Grana parallel zueinander (Strugger und Perner 
1956, Strugger und Losada-Villasante 1956, Abb. 5). Die der 
Zellwand in Profilstellung anliegenden Plastiden waren stets an der der 
Zellwand zugekehrten Seite abgeflacht, gegen die Zellmitte aber vorgewolbt. 
Die Grana safen immer am héchsten Punkt dieser Vorwélbung (siehe 
Abb. 3c). 


Strugger und Losada-Villasante (1956), die Untersuchungen an den 
Plastiden der albicaten Gewebe von panaschierten Chlorophytum-Blattern anstell- 














co 
Abb. 3. Chlorophytum comosum. a Plasmastrang aus einer Mesophylizelle des 
Blattes. Im griin fluorochromierten Protoplasma liegen zahlreiche kleine intensiv 
griin leuchtende Kiigelchen. Die rot fluoreszierenden Chloroplasten sind von einem 
griinen Saum umgeben, der auch an dem in Teilung befindlichen Chloroplasten gut 
zu sehen ist. — b Mesophylizelle aus dem panaschierten Blattfeld. Kern und Plasma 
sind griin fluorochromiert; ebenso die améboiden Plastiden, die ein oder zwei er- 
griinte Granen einschlieRen. — c Parenchymzelle aus der Luftwurzel. Plasma und 
Kern sind griin fluorochromiert; ebenso die linsenférmigen Plastiden, die ein oder 

zwei ergriinte-Granen einschliefen. 


ten, kamen zu dem Ergebnis, daf bei dieser erblichen Panaschierung den Pro- 
plastiden das Vermégen zur Metamorphose zu multigranularen lamellierten Chloro- 
plasten verlorengegangen ist. Sie sind im zwar stark durch Plasmawachstum ver- 
groRerten aber eindeutig proplastidischen Stadium steckengeblieben. Sowohl der 
Stromaleib als auch insbesondere das Granum haben an Grdéfe bedeutend zu- 
genommen, recht haufig sind auch Gréfenschwankungen der Grana zu beobachten. 
Eine Ausbildung von stabilen Lamellensystemen im Siroma ist aber wahrscheinlich 
unterblieben, was durch die améboide Formveranderlichkeit und durch die leichte 
Deformierbarkeit im Falle der Ausbildung von Vakuolen im Stroma wohl mit 
Recht vermutet werden kann. Strugger bezeichnet diese Plastiden daher als 
herangewachsene, gealterte Proplastiden. 


42* 
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Auch Blatter von normalen griinen Pflanzen, die aber 10 Tage unter 
einem Dunkelsturz gehalten waren, wurden gefarbt. Und zwar 
wurden vergleichend Schnitte von alten Blattern, die vor dem Dunkelstellen 
bereits voll ergriint waren, und solche von jungen, noch bleichen Blittern 
untersucht. Die griinen Blatter zeigten auch nach der zehntiagigen Ver- 
dunklung das normale Bild, allerdings hatten jetzt viele der griin fluoro- 
chromierten Leukoplasten eine im UV-Licht dunkel erscheinende Vakuole. 
Auch an den Zellkernen konnte eine ahnliche Vakuolenbildung 6fters beob- 
achtet werden. Die Chloroplasten fluoreszierten mattrot und waren von 
einem zarten griinen Saum umgeben. 

In den Parenchymzellen des jungen bleichen Blattes aber gab es neben 
solchen mattroten griingesiumten Chloroplasten, die im Hellfeld zart griin 
erschienen, auch solche, die matigriin fluoreszierten und ein rot fluores- 
zierendes ergriintes Primairgranum aufwiesen. Auch in den Parenchym- 
zellen der bleichen Blattbasis erwachsener griiner Blatter liegen Plastiden, 
die sich mit Uranin griin fluorochromieren lassen und ein bis zwei rote 
Granen enthalten. 

Auch Langsschnitte durch die Spitze der Luftwurzel wurden 
gefarbt. 

Die Zellen in der vordersien Spitze (Teilungszone), die noch ganz vom 
Plasma erfiillt sind, leuchten im UV-Licht grellgriin auf. AnschlieRend an 
diese Zone liegen Zellen, die — bei schwacher VergréRerung betrachtet — 
mattgriin fluorochromierte runde Plastiden beinhalten. Auf den ersten Blick 
kénnte man sie fiir Leukoplasten halten. Bei starkerer Vergréferung wird 
aber auch hier ein ergriintes rot fluoreszierendes Primargranum sichtbar. 
Seltener gibt es auch zwei Granen oder ein gréferes griines Gebilde 
(Abb. 3c). Auch hier lagen die Grana in den der Zellwand anliegenden 
Plastiden immer an der der Zellmitte zugewandten Oberflache. Die Pla- 
stiden sind aber hier nicht améboid gestaltet, sondern stets rund, d. h. linsen- 
férmig. In der weiter nach oben zu anschlieRenden Wurzelzone gibt es dann 
nur mehr normale griine Plastiden, deren Stroma sich mit Uranin nicht 
mehr sichtbar fluorochromieren laRt. Sie fluoreszieren rot und sind von 
einem zarten griinen Saum umgeben. 


Dracaena deremensis 


Die Epidermiszellen der Blattunterseite hatten Plasma und Zellkern griin 
fluorochromiert. In den Schliefizellen leuchteten die ganz mit Starke angefiillten 
Chloroplasten scheinbar als Ganzes griin. Erst bei genauer Beobachtung mit der 
Immersion sind zwischen den einzelnen Staérkekiérnern die mattrot durchschim- 
mernden Plastiden zu erkennen. 

In den Mesophylizellen des Blattes lagen rot fluoreszierende Chloroplasten, die 
von einem zarten griin leuchtenden Saum umgeben waren. 


Polygonatum verticillatum 

Untersucht wurden Flachenschnitte vom Blattstiel und Schnitte von der Blatt- 
unterseite, 

Die Zellen der Blattepidermis und des darunterliegenden Mesophylls hatten 
Plasma und Zellkern griin fluorochromiert. In den Chloroplasten der Schliefzellen 
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lagen grofte Starkekérner, die grellgriin leuchteten. Auch die griingesiumten rot- 
fluoreszierenden Chloroplasten der Mesophyllizellen enthielten zahlreiche Starke- 
splitter, die intensiv griin fluorochromiert waren. 

Nach 24 Stunden Aufenthalt im Schalchen mit farlosem Puffer hatten alle 
Zellen des Schnittes, auch die Schliefizellen, vollkommen umgelagert. Die meist in 
der Zweizah] vorhandenen Vakuolen der Schliefizellen waren deutlich griin. Von 
Stairkefairbung war im ganzen Schnitt nichts mehr zu sehen. 

Die Parenchymzellen des Stengels hatten ebenfalls Plasma und Kerne griin 
fluorochromiert. Auch hier leuchtete in den rot fluoreszierenden Plastiden die auto- 
chthone Starke intensiv griin. 


Urginea maritima 


Untersucht wurden Schnitte von der Blattunterseite. In den Parenchymzellen 
gab es Plasma- und Kernfirbung. Die rot fluoreszierenden Chloroplasten waren 
von einem griinen Hof umgeben. 


Amaryllidaceae 
Clivia nobilis 

Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten Kern- und Plasmafarbung. Die 
Chloroplasten der Schliefzellen enthielien auch hier wieder zahlreiche Stirkekérner, 
die intensiv griin leuchteten. In den unter der Epidermis gelegenen Parenchymzellen 
waren Plasma und Zellkern ebenfalls griin fluorochromiert. Die Plastiden leuch- 
teten rot. 

Nach 24 Stunden Verweilen des Schnittes in farbloser Pufferlésung waren die 
Epidermiszellen abgestorben, die Parenchymzellen hatten den Farbstoff vom Plasma 
zur Vakuole umgelagert. 

Eucharis grandiflora 

Untersucht wurden Flachenschnitte vom Blattstiel und Schnitte von der Blatt- 
unterseite. 

In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Zellkern und Plasma griin 
fluorochromiert; daneben gab es im Plasma noch kleine, griin leuchtende Kiigelchen. 
Die Plastiden der Schlie&zellen waren vollgefillt mit 
Starke und schienen als Ganzes grellgriin zu leuchten. In 
vereinzelten, toten Schliefzellen gab es nur mehr grellrot fluoreszierende Chloro- 
plasten. Die hier ebenfalls vorhandene Starke in den Plastiden war nicht mehr 
sichtbar fluorochromiert. 

Kern und Plasma der Stengel-Epidermiszellen waren ebenfalls griin fluoro- 
chromiert. Auch hier gab es, wie in den Zellen der Blattepidermis, zahlreiche kleine, 
griin fluoreszierende Kiigelchen im Plasma. Die Plastiden der Schliezellen waren 
ganz erfiillt von Starke und schienen als Ganzes griin zu leuchten. Bei genauer 
Beobachtung sah man aber zwischen den einzelnen grellgriin leuchtenden Stirke- 
kérnern schmale, matt dunkelrote Streifen. 

Nach 24 Stunden hatten sowohl die Epidermiszellen als auch die Schliefzellen 
vollkommen umgelagert. 


Haemanthus Catharinae 


In den Epidermis- und Mesophylizellen des Blattes waren Kerne und Plasma 
griin fluorochromiert. Die Chloroplasten in den Mesophyllzellen leuchteten rot und 
waren von einem griinen Saum umgeben. Innerhalb der Plastiden war nichts Griines 
zu sehen. Ein Kontrollversuch mit JKJ zeigte, daf hier in den Chloroplasten keine 
Assimilationsstiérke vorhanden war. 

Nach 24 Stunden hatten die Zellen vollkommen umgelagert. Die Vakuolen 
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waren jetzt griin, Plasma und Kerne fluoreszierten nicht mehr. Das Plasma der 
im Schnitt vorhandenen toten Zellen fluoreszierte noch ganz matt griingelb, dic 
Plastiden leuchteten blutrot. 


Commelinaceae 
Rhoeo discolor 


Untersucht wurden Schnitte von der Blattunterseite. In den Epidermiszellen 
waren Kerne, Plasma und Leukoplasten griin fluorochromiert. In den SchlieRzellen 
gab es neben Kern- und Plasmafarbung auch grellgriin fluorochromierte Plastiden- 
stirke. Wieder waren die Plastiden ganz von Starke erfillt 
und schienen als Ganzes griin zu leuchten. In den Mesophyll- 
zellen waren die besonders groften, rot fluoreszierenden Chlorophyllkérner von 
einem zarten griinen Hof umgeben. In vielen Zellen gab es bereits leichte Vaku- 
olenfarbung. Das gequollene Plasma der Randzellen war auch hier wieder besonders 
kraftig fluorochromiert. 

Nach 48 Stunden Aufenthalt des Schnittes in einem Schilchen mit farblosem 
Puffer hatten viele Nebenzellen der Schliefzellen umgelagert; ihre Vakuolen 
fluoreszierten griin. Sonst war im ganzen Schnitt nichts Griines mehr zu sehen. 


Setcreasea purpurea 


Untersucht wurden. Flachenschnitte von der Blattunterseite und Lings- 
schnitte durch den Stengel. 

In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Kern, Plasma und 
Leukoplasten lebhaft griin fluorochromiert. In den Plastiden der Schlie8- 
zellen gab es reichlich Starke, die lebhaft griin fluoreszierte und eine Pla- 
stidenfarbung vortauschte. Bei Betrachten mit der Immersion aber war 
deutlich zwischen den einzelnen Starkekérnern die matt dunkelrot durch- 
scheinende Plastidensubstanz wahrzunehmen. In den toten SchlieBzellen 
gab es keinerlei Griinfarbung mehr, obwohl auch dort die Plastiden voll 
Siairke waren. Auch hier waren im Plasma wieder kleine, kraftig griin 
fluorochromierte Kiigelchen zu sehen, die besonders dicht um die Leuko- 
plasten gelagert waren. Um jeden Leukoplasten safen eine Reihe solcher 
Kiigelchen und bildeten so ein verkleinertes Abbild des von Leukoplasten 
umsaumten Zellkernes. 

Nach 24 Stunden hatten die Epidermiszellen vollkommen umgelagert. 
Die Vakuolen waren griin; Plasma, Kerne und Leukoplasten fluoreszierten 
nicht mehr. Auch von Starkefarbung war im ganzen Schnitt nichts mehr 
zu sehen. 

An den Langsschnitten durch den Stengel waren in den Rindenzellen 
die Zellkerne und, kaum merklich, auch das Plasma griin fluorochromiert. 
Die Plastiden erschienen im UV-Licht rot und waren von einem zarten 
griinen Saum umgeben, der hier merklich starker .fluoreszierte als das 
Plasma. Die Assimilationsstarke in den Chloroplasten war grellgriin 
fluorochromiert (Abb. 4). 

Nach 24 Stunden Aufenthalt der Schnitte im farblosen Puffer hatien 
die Zellen umgelagert. Die Zellsifte waren mattgriin; Kern, Plasma und 
Starke waren nicht mehr fluorochromiert. Auch die Chloroplasten hatten 
keinen griinen Saum mehr. 
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Um zu priifen, ob lingere Farbeinwirkung nicht doch zu einer Farbung 
der Chloroplasten fiihrt, wurden Langsschnitte vom Stengel auch 1%, 3 und 
24 Stunden lang im Uraninfarbbad belassen. Aber auch 
nach dieser langen Farbezeit war in den Chloroplasten aufer der griin- 
fluorochromierten Starke und dem zarten griinen Saum nichts Griines 
zu sehen. 

Mit Schnitten von der Blatiunterseite wurde ein pH-Reihenversuch an- 
gestellt: 


pH 2,4: Die Kerne der Epidermiszellen leuchten schwach griin, die Starke 
in den Plastiden der SchlieB- 
zellen ist leuchtend griin 
fluorochromiert. Die Leuko- 
plasten sind verschwunden. 
Viele Zellen haben auch die 
Vakuole griin fluorochro- 
miert. 

pH 4,8: In den Epi- 
dermiszellen sind Plasma, 
Kerne und _ Leukoplasten 
griin fluorochromiert. Auch 
die Schliefzellen haben 
Plasma- und Kernfarbung. 
Besonders_ kraftig fluoro- 
chromiert ist die Starke in 
den Plastiden der Schlie&- 





zellen und der Mesophyll- : 3 
zellen. In toten Zellen gibt 
es keinerlei Griinfluores- 


Abb. 4. Setcreasea purpurea. a Parenchymzelle aus 
ae. dem Stengel. Der Zellkern ist stark, das Plasma aber 
pH 6,0: Die Schnitte "UF sanz schwach griin fluorochromiert. In den rot 
boten das gleiche Bild wie leuchtenden Chloroplasten, die von einem griinen 
in pH 48. Saum umgeben sind, leuchtet die Assimilationsstirke 
pH 8,0: Hier gab es intensiv griin. — b Chloroplasten in verschiedenen 


Gade: Kem aidic Pian Stadien der Starkespeicherung. 


farbung. Auch die Leuko- 
plasten und die Plastidenstérke waren nicht mehr fluorochromiert. 


Tradescantia purpusi 

Auch hier wurden Lingsschnitte durch den Stengel und Flachenschnitte von der 
Blattunterseite gefarbt. 

In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkern und vor 
allem die Leukoplasten griin fluorochromiert. Im gleichmafig griin er- 
scheinenden Plasma gab es auch hier wieder zahlreiche kleine, intensiv grin 
fluoreszierende Kiigelchen, die besonders um die Leuko- 
plasten herum angereichert waren (Abb. 5). Zahlreiche Zellen hatten 
bereits mattgriin leuchtende Vakuolen, die im Hellfeld gelb erschienen. In den Meso- 
phylizellen des Blattes liegen verhiltnismaéRig groRe Chloroplasten, die z. T. ganz 
von grellgriin fluorochromierter Starke erfiillt waren und so als Ganzes griin zu 
leuchten schienen. Bei genauer Betrachtung waren aber die schmalen dunklen Strei- 
fen zwischen den einzelnen Starkekérnern deutlich zu sehen, Auch in diesen Meso- 





640 Annemarie Ziegier 


phyllzellen waren die kleinen Kiigelchen im Plasma intensiv fluorochromiert. In den 
Chloroplasten der SchlieRzellen war die Starke ebenfalls grellgriin fluorochromiert. 
Nach 24 Stunden Aufenthalt der Schnitte in farbloser Pufferfliissigkeit hatten alle 
Zellen umgelagert. Ihre Vakuolen fluoreszierten mattgriin; Plasma, Kern. Leuko- 
plasten und Starke zeigten keinerlei Griinfluoreszenz mehr. 


An den Stengellangsschnitten war auffallend, daB die Kerne wesentlich 
stirker fluorochromiert waren als das Plasma. Dieses leuchtete 
nur ganz matt und zart griin, oft war die Fairbung kaum wahrnehmbar. Der 
zarte grine Hof um die Plastiden war jedoch auch hier stets zu sehen 
und leuchtete in allen Fallen starker als das Plasma. Zahl- 
reiche Plastiden waren auch hier wieder von grofen Starkekérnern erfiillt und 
schienen als Ganzes zu leuchten. In vielen Zellen war neben Plasma-, Kern- und 
Starkefluoreszenz auch bereits Vakuolenleuchten zu sehen. Nach 24 Stunden hatten 
alle noch lebenden Zellen des 
Schnittes vollkommen umgelagert. 





Tradescantia virginica 
Gefarbt wurden Schnitte von 
der Blattunterseite. In den Epi- 
dermiszellen w&ren Kerne und 
Plasma griin fluorochromiert, Auch 
die Leukoplasten fluoreszierten 
griin. Die Starke in den Chloro- 
plasten der Schliefzellen war inten- 
siv griin fluorochromiert. In den 
Mesophylizellen des Blattes gab es 
ebenfalls Plasma- und Kernfar- 
bung. Die grofen Chloroplasten 
Abb. 5. Tradescantia purpusi, Epidermiszelle leuchteten rot und waren von 
der Blattunterseite. Plasma, Zellkern und einem griinen Hof umgeben. In 
_ Leukoplasten sind griin fluorochromiert. Schnitten, die vom Blattgrund ent- 
nommen waren, gab es in den 
Chloroplasten sehr viele Staérkekérnchen, die grellgriin leuchteten und so eine Far- 
bung der Chloroplasten vortaéuschten. Nach 24 Stunden Aufenthalt im Puffer hatten 
die Zellen umgelagert, von Plasma-, Kern-, Leukoplasten- und Starkefarbung war 
nichts mehr zu sehen. 





Tradescantia zebrina 


Gefarbt wurden Schnitte von der Blattunterseite. Die Epidermiszellen zeigten 
griine Kern-, Plasma- und Leukoplastenfluoreszenz. In vereinzelten Zellen gab es 
nach dieser kurzen Farbezeit auch schon mattgriine Vakuolenfluoreszenz. Diese Va- 
kuolen erschienen im Hellfeld gelb. In den Chloroplasten der Schliefzellen waren 
die zahlreich vorhandenen Starkekérner grellgriin fluorochromiert. Die Chloropla- 
sten der Mesophyllzellen leuchteten rot und waren von einem zarten griinen Saum 
umgeben. Die vereinzelt in ihnen eingeschlossenen Starkekérner fluoreszierten grell- 
grin. Nach 3 Stunden Farbedatuer zeigten alle Zellen bereits griine Vakuo- 
lenfluoreszenz, daneben waren aber Kerne, Plasma, Leukoplasten und Starkekérner 
ebenfalls griin fluorochromiert. An der Firbung der Chloroplasten 
hattesichauchnachdieser langenFarbezeitnichtsgeindert. 
in Schnitten, die 4 Tage lang in der Farbstofflésung lagen, zeigten die iiberlebenden 
Zellen nur mehr Vakuolenfarbung. 





Plastiden- und Starke-Fluorochromierung mit Uranin 


Orchidaceae 
Cephalanthera alba 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkerne griin 
fluorochromiert. Die Chloroplasten der Schliefzellen waren erfiillt von Starkekér- 
nern, die grellgriin fluoreszierten und eine Plastidenfarbung vortiauschten. Die 
Chloroplasten in den Mesophyllzellen des Blattes leuchteten rot und waren von 
einem griinen Saum umgeben. 


Coelogyne cristata 


Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten kraftige griine Kern- und Plas- 
mafluoreszenz. Die Plastiden der SchlieRzellen waren vollgefiillt mit groRen Starke- 
kornern, die grellgriin leuchteten und so eine Plastidenfarbung vortiuschten. 
Cypripedium insigne 

Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten griine Plasma- und Kernfluores- 
zenz. Die Plastiden der Schliefzellen waren erfiillt von grellgriin leuchtenden 
Starkekérnern. Dadurch schien bei fliichtiger Beobachtung Plastidenfluoreszenz vor- 
zuliegen. Bei entsprechend stark vergréRernder Optik aber waren deutlich dunkle 
Streifen zwischen den einzelnen grell fluorochromierten Starkekérnern wahrzu- 
nehmen. In den Mesophyllzellen, die ebenfalls Kern und Plasma griin fluorochro- 


miert hatten, leuchteten die Plastiden rot und waren von einem zarten griinen 
Saum umgeben. 


Dendrobium moschatum . 
In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkern griin 


fluorochromiert. Die Chloroplasten der Schliefzellen enthielten zahlreiche kleine 
Starkekérnchen, die intensiv griin leuchteten. Die Plastiden der Mesophyllzellen 


fluoreszierten rot und waren von einem griinen Hof umgeben. Die fallweise in 
ihnen vorhandene Assimilationsstirke war grellgriin fluorochromiert. Zwischen den 
subepidermal gelegenen Mesophyllzellen gab es zahlreiche Plasmodesmen, die leb- 
haft griin fluoreszierten. 


Epipactis latifolia 

Die Epidermiszellen der Blattunterseite zeigten griine Plasma- und Kernfluores- 
zenz. Die im Hellfeld gerade noch sichtbar griin gefairbten Plastiden fluoreszierten 
rot und waren von einem zarten griinen Saum umgeben. In den Chloropla- 
stender Schlie&zellen lagen zahlreiche gro8e intensiv griin 
leuchtende Starkekérner, die eine Plastidenfairbung vor- 
tiuschten. Die unter der Epidermis gelegenen Mesophyllizellen hatten ebenfalls 
Plasma und Zellkern griin fluorochromiert. Die Chloroplasten leuchteten rot und 
waren wieder griin gesaiumt. 


Haemaria discolor 


Untersucht wurden Flachenschnitte vom Stengel und von der Blattunterseite. 

In den Epidermiszellen des Stengels waren Zellkern und Protoplasma, aber auch 
die stabchenférmigen Leukoplasten griin fluorochromiert. Am krif- 
tigsten leuchteten aber hier die Zellkerne, die Leukoplasten schienen nur mattgriin. 
In vereinzelten Randzellen des Schnittes leuchtete das gequollene Plasma wieder 
besonders grellgriin. Vereinzelte subepidermal gelegene Zellen (nicht die Raphiden- 
zellen) hatten bereits Vakuolenfarbung. Die Raphidenbiindel erschienen matt grau- 
griin. Die in den Parenchymzellen liegenden Chloroplasten leuchteten rot und 
waren von einem zarten griinen Saum umgeben, 
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Auch in den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma, Zellkern und 
die stabchenférmigen Leukoplasten griin fluorochromiert. Die Plastiden der 
Schlie&zellen waren erfillt von intensiv griin leuchtenden 
grofen Starkekérnern, die Plastidenfarbung vortiauschten. 
In den Mesophylizellen waren ebenfalls Plasma und Zellkern griin fluorochromiert. 
Um die mattrot fluoreszierenden Chloroplasten war wieder der zarte griine Saum 
zu sehen. 


Orchis morio 


Gefarbt wurden Schnitte von der Blattunterseite und vom Stengel. 

In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkern kraftig 
griin fluorochromiert. Am starksten aber leuchteten die Leukopla- 
sten, die hier eine kleine Vakuole beinhalteten, die im UV-Licht dunkel erschien. 
Die Chloroplasten der Mesophylizellen leuchteten rot und waren griin gesdumt. 
Assimilationsstirke war hier keine vorhanden. Das in vereinzelten Randzellen 
stark gequollene Protoplasma war auch hier wieder besonders kriaftig fluorochro- 
miert. 

Auch in den Epidermiszellen des Stengels gab es Plasma-, Kern- und Leuko- 
plastenfarbung. 

Mit Schnitten von der Blattunterseite wurde ein pH-Reihenversuch durchge- 
fiihrt: 

pH 2,04: Die meisten Zellen des Schnities sind tot, in den noch lebenden Zellen 
sind Plasma, Kern und Leukoplasten griin fluorochromiert. Die kleine Vakuole in 
den Leukoplasten erscheint im UV-Licht dunkel. 

pH 4,8: Alle Zellen des Schnittes leben und haben kriftige Plasma-, Kern- 
und Leukoplastenfiarbung. 

pH 6.0: Die Vakuolen der Epidermiszellen erscheinen stumpf rotbraun. Kern 
und Plasma sind nur mehr schwach griin fluorochromiert. Die Leukoplasten fluores- 
zieren nicht mehr. In den Schlie8zellen sind Kern und Plasma wesentlich kraftiger 
fluorochromiert als in den Epidermiszellen. 

pH 8,0: Im ganzen Sdhnitt ist nichts Griines mehr zu sehen. Die Vakuolen 
der Epidermiszellen fluoreszieren schmuizig kaffeebraun, die der Schlie&zellen rot- 
braun. 


Platanthera bifolia 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma, Zellkern und Leuko- 
plasten griin fluorochromiert. Die zahlreich vorhandenen Starkekérner in den 
Chloroplasten der Schliefzellen leuchteten grellgriin. Auch in den Mesophyllzellen 
des Blattes waren Plasma und Zellkern griin fluorochromiert, die Chloroplasten 
fluoreszierten mattrot und waren von einem zarten griinen Saum umgeben. 


Stanhopea tigrina 


In den Epidermiszellen der Blattunterseite waren Plasma und Zellkerne griin 
fluorochromiert, ebenso in den Mesophyllizellen. Die Chloroplasten fluoreszierten 
mattrot und waren von einem griinen Hof umgeben. Die Chloroplasten der Schlief- 
zellen hingegen schienen griin fluorochromiert. Sie waren ganz erfiillt von grofen 
intensiv griin leuchtenden Starkekérnern, die eine Plasti- 
denfluoreszenz vortauschten, 

Ein gleiches Bild zeigten Flachenschnitte vom Stengel. Hier waren auch in den 
Chloroplasten der Parenchymzellen kleine Starkesplitter vorhanden, die grellgriin 
leuchteten. 
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Araceae 
Philodendron fragrantissime 

Untersucht wurden Schnitte von der Blattunterseite der Nebenblitter. In den 
Epidermiszellen war im allgemeinen nur Plasma- und Kernfarbung zu sehen, w o- 
beiim Plasma zahlreiche kleine Kiigelchen lagen, die beson- 
ders intensiv griin leuchteten. In den Zellen in der Umgebung der 
Schliefizellen gab es auflerdem noch Leukoplasten, die ebenfalls griin fluorochro- 
miert waren. 


2. Starkefarbung 


Bei den vorangegangenen Versuchen zeigte sich immer wieder, daft die 
in den Chloroplasten vorhandene Assimilationsstirke sich ebenso, wie das 
Plasma in intakten Zellen, in einem bestimmten pH-Bereich mit Uranin 
fluorochromieren lat, in toten Zellen aber nicht mehr farbbar ist. Die groRen 
Reservestirkekérner aus dem Stengelmark von Pellionia Daveauana, an 
denen keine Plastidenreste mehr zu sehen waren, farbten sich mit Uranin 
aber auch dann noch, wenn sie auferhalb der lebenden Zellen lagen. Um 
nun zu priifen, wie weit Reservestarke, aber auch kiufliche Starke, mit 
Uranin fluorochromierbar ist, wurden weitere Versuche angestellt. Dazu 
wurden Kartoffelschnitte, aber auch kaufliche Kartoffelstarke, einer Uranin- 
farbung unterzogen; ebenso Schnitte durch verschiedene Samen, und zwar 
im trockenen und im vorgequollenen Zustand. Neben der kauflichen Kar- 
toffelstiirke wurde auch Starke von Weizen und Maranta mit Uranin fluoro- 
chromiert. 


Solanum tuberosum 

Gefarbt wurden Schnitte durch die Kartoffelknolle. Nach der Uranin- 
behandlung fluoreszierten Plasma und Zellkerne griin, auch die im Schnitt 
vorhandenen Eiweifwiirfel leuchteten griin. Besonders intensiv griin leuch- 
teten aber die Stirkekérner, und zwar waren innerhalb des Schnittes nur 
die Starkekérner lebender Zellen gefarbt. Daneben waren aber auch die 
aus den angeschnittenen Zellen herausgefallenen und jetzt neben dem Sdchnitt 
liegenden Starkek6rner leuchtend griin. 

Auch Kartoffelschnitte wurden in einer pH-gestuften Farbbadreihe untersucht. 

pH 4,8: Kerne, Plasma, Starkekérner und Eiweifkristalle leuchten lebhaft 
run. 
. pH 6,0: Die Schnitte zeigten das gleiche Bild wie die bei pH 4,8 fluorochro- 
mierten. 

pH 7,1: Auch hier sind Zellkern, Plasma und Starkekérner griin fluorochro- 
miert. 

pH 8,0: Plasma und Zellkerne sind nicht mehr sichtbar fluorochromiert, die 
Starkekérner hingegen leuchten noch matigriin. 

pH 8,75: Auch hier. erscheinen die Starkekérner noch matigriin fluorochro- 
miert. 


Kaufliche Kartoffelstarke 


Bei der Farbung wurde auf folgende Weise vorgegangen: Etwas Kar- 
toffelmehl wurde in einem kleinen Glasschalchen mit der Uraninlésung 


iiberschichtet. Nach 15 Minuten Farbezeit wurde die Farbfliissigkeit ab- 
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geschiittet und so lange durch farblosen Puffer ersetzt, bis die Waschfliissig- 
keit vollkommen fluoreszenzfrei war. AnschlieRend wurde im UV-Mikro- 
skop beobachtet. Vom dunklen Grund hoben sich die griin fluorochromierten 
Starkekérner ab, an denen die Schichtung besonders gut 
zu sehen war. Es wechseln dabei intensiv griin fluorochromierte mit 
dunklen matt graugriin erscheinenden Schichten ab. Die innerste Schicht 
ist meist intensiv griin. Im Inneren des Starkekornes sind die beiden Schich- 
ten ziemlich gleich breit, nach aufen zu werden sie schmiler, und zwar 
nehmen vor allem die dunklen Schich- 
ten stark an Miachtigkeit ab. Die 
Auftenkontur der Starkekérner leuchtet 
besonders stark auf und ist nicht 
gleichmafig dick. Meist ist zwischen 
der letzten griinen Schicht und der hell 
leuchtenden Auffenkontur eine fast 
schwarz erscheinende schmale Zone ein- 

geschaltet (Abb. 6). 
Die Farbung der Kartoffelstirke lie? 
sich auch im alkalischen Milieu bei 


Abb. 6. Solanum tuberosum, Starke- pH 11,4 erzielen. Auch an diesen Kor- 


kérner mit Uranin fluorochromiert. ®¢€t war die Schichtung noch verhiilt- 
Intensiv grin _fluoreszierende nismafig gut zu sehen. Zusatz von star- 
Schichten wechseln mit dunklen, ker HCl beeinflu@te die Farbung nicht. 
kaum merklich griin leuchtenden Auch nach 15 Minuten wiahrender Be- 

Schichten ab. strahlung mit der starken U V-Lampe war 


keinerlei Veranderung in der Fluoro- 

chromierung zu sehen. Nach 24 Stunden Aufenthali in farbloser Pufferlésung 
erschienen die Starkekérner nur mehr ganz schwach griin fluorochromiert. 
Pisum sativum 

In gefarbten Schnitten von trockenen Erbsen leuchteten nur die Rander der 
Starkekérner merklich auf, an Schnitien durch vorgequollene Erbsen hingegen waren 
die Stirkekérner als Ganzes griin fluorochromiert. (Vgl. Hiéfler, Ziegler, 
Luhan 1956, Abb. 14.) 
Phaseolus multiflorus 


In gefarbten Schnitten vom trockenen und vom gequollenen Samen leuchteten 
die Starkekérner griin auf, die Trockenrisse in den Kérnern erschienen im UV- 
Licht schwarz. Auch die aus dem Schnitt herausgefallenen Starkekérner leuchteten 
lebhaft griin. In den vorgequollenen Samen leuchtete auch das Plasma griin, wo- 
gegen in den trockenen Samen keinerlei Plasmafluoreszenz zu sehen war. Die Beob- 
achtung, da sich bei der Bohne das Grundprotoplasma starker anfarbt als die 
Stairkekérner, so da diese sich dunkel vom lichten Untergrund abheben (H6fler, 
Ziegler, Luhan 1956, Abb. 15), konnte hier nicht wieder gemacht werden. Die 
Art der Farbung scheint stark vom jeweiligen Wassergehalt abzuhingen. 


Vicia faba 
In Schnitten von trockenen und vorgequollenen Samen farbten sich die Starke- 


kérner mit Uranin zu griiner Fluoreszenz. Auch das Plasma war griin fluorochro- 
miert. Die neben dem Schnitt liegenden Starkekérner leuchteten ebenfalls griin. 
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Soja hispida 


Im trockenen und im vorgequollenen Samen war die Starke nach Uraninbe- 
handlung griin fluorochromiert. Auch auRerhalb des Schnittes liegende Stairkekérner 
leuchteten griin. 

Triticum vulgare 

Schnitte von trockenen und von gequollenen Kérnern zeigten das gleiche Fiarbe- 
ergebnis. Die Starkekérner waren griin fluorochromiert, auch die auferhalb des 
Schnittes liegenden KGrner leuchteten griin. Die einzelnen Kérner leuchteten hier 
aber mit sehr unterschiedlicher Intensitét. Oft war der Rand besonders intensiv 
griin, das Innere des Stirkekornes aber nur mattgriin. Zwischen dem inneren matt- 
griin leuchtenden Teil und der stark fluoreszierenden Hiille war auch hier, wie beim 
Kartoffel-Starkekorn, eine im UV-Licht dunkel erscheinende Zone zu sehen, Auch 
das Plasma war stark fluorochromiert, es leuchtete meist sogar intensiver griin als 
die Starke. Die Aleuronschicht leuchtete besonders lebhaft griin. Anscheinend war 
es das Plasma, das so besonders intensiv fluorochromiert war. 

Secale cereale 


Auch hier leuchteten die Starkekérner, sowohl die in den Zellen als auch die 
auferhalb des Schnittes gelegenen, kriaftig griin. 


Avena sativa 


Hier wurden nur Schnitte von trockenen Kérnern untersucht. Die Starkekérner, 
und zwar die zusammengesetzten wie auch die Einzelkorner, leuchteten griin. Auch 
die auferhalb des Schnittes liegenden Kérner waren griin fluorochromiert. Die 
Zellen der Aleuronschicht leuchteten hier ebenfalls intensiv griin. 


Zea mays 

Hier leuchtete nur der Rand der Starkekérner intensiv, das Innere erschien nur 
matt blaugriin. 
Fagopyrum repens 


Es wurden nur trockene Samen untersucht. Alle Starkekérner, auch die aus dem 
Schnitt herausgefallenen, waren matigriin fluorochromiert. 


Ricinus communis 


Da bei den Getreidekérnern die Aleuronschicht immer besonders stark 
fluorochromiert war, wurden auch Schnitte von Ricinussamen, die ja beson- 
ders grofe Aleuronkérner enthalten, mit Uranin fluorochromiert. Nach der 
Farbung leuchtete das Plasma kriaftig griin, besonders lebhaft schienen aber 
die Aleuronkérner zu leuchten. Bei stark vergréRernder Optik zeigte sich 
aber, daB es nicht die Aleuronkérner als solche waren, die das Uranin so 
stark speichern. Es waren vielmehr die in den Aleuronkérnern liegenden 
Eiweifkristalloide. An ungefarbten Schnitten, die im farblosen Puffer von 
pH 4,8 lagen, waren die Eiweifkristalloide auch im Hellfeld besonders gut 
zu sehen. 


C. Besprechung der Versuchsergebnisse 


Beim Betrachten der Farbeergebnisse an den verschiedensten Pflanzen 
fiel auf, da& erwachsene Chloroplasten mit Uranin nicht zur Fluoreszenz 
gebracht werden kénnen. Sie erscheinen auch noch nach stunden- und tage- 
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langer Einwirkung des Uraninfarbbades im UV-Licht in ihrer roten Eigen- 
fluoreszenz. Nur ein schmaler griiner Saum, der diese Chloroplasten um- 
gibt, ist zu sehen. Er kann schmiler oder breiter, deutlicher oder weniger 
deutlich sichtbar sein, aber er wurde immer wieder beobachtet und ist bei 
den Plastiden ein und derselben Zellsorte in gleicher Weise ausgebildet. 


Anders verhielien sich die Leukoplasten der Epidermiszellen. Sie waren 
in allen Fallen mit Uranin fluorochromierbar und leuchteten mehr oder 
weniger intensiv griin. In vereinzelten Fallen fanden sich in der Epidermis 
Plastiden, die im Hellfeldmikroskop zuniachst fiir Leukoplasten gehalten 
wurden, die sich aber mit Uranin nicht farbten. Bei genauer Untersuchung 
im Fluoreszenzmikroskop erwiesen sie sich als zart rot fluoreszierend, waren 
also bereits ergriint. 


Die Proplastiden eines im Dunkel erzogenen Phaseolus-Pflinzchens 
fluoreszierten nach Uraninbehandlung ebenfalls griin. In den ergriinenden 
Chlorophytum-Blattern lagen in ein und derselben Zelle Plastiden, die im 
Hellfeld griin erschienen und mit Uranin nicht fluorochromierbar waren 
und solche, die noch vollstandig farblos erschienen, améboide Gestalt zeig- 
ten und nach Uraninfirbung griin fluoreszierten. In den Mesophyllzellen 
der panaschierten Blatter von Chlorophytum comosum gibt es ebenfalls 
amdboid gestaltete Plastiden, die mit Uranin griin fluorochromierbar sind. 
Sie enthalten meist einen, seltener zwei rot fluoreszierende Einschlu&korper, 
die im Hellfeldmikroskop als kleine griine Scheibchen zu sehen sind und 
zunachst winzig kleine Chloroplasten vortauschen. Erst bei genauerem 
Zusehen wird auch die améboide farblose Masse, in der diese griinen Kérn- 
chen eingebettet liegen, wahrgenommen. Es handelt sich dabei wohl um 
Proplastiden mit ergriintem Primargranum (Strugger 1950, 1951, 1953, 
Strugger und Losada-Villasante 1956,Strugger und Per- 
ner 1956, Béing 1956). Auch in den unmittelbar auf die Teilungszone 
folgenden Zellen der Luftwurzel von Chlorophytum comosum wurden farb- 
lose Plastiden mit einem oder zwei ergriinten Granen gefunden, die hier 
aber nicht amdboid, sondern bereits linsenférmig gestaltet waren. Mit 
Uranin waren sie griin fluorochromierbar. 


Es gab also unter den zahlreichen untersuchten Plastiden solche, deren 
Stroma mit Uranin fluorochromierbar war, und solche, die sich mit Uranin 
nicht zur Gesamtfluoreszenz bringen liefen und nur von einem zarten 
griin leuchtenden Hof umgeben waren. Alle Fluorochromierungen waren 
aber nur in dem pH-Bereich méglich, in dem auch das Plasma der betref- 
fenden Zellen farbbar war. 


Nun sind iiber die ontogenetische Entwicklung der Chloroplasten im Verlaufe 
der letzten 10 Jahre zahlreiche licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen 
veroffentlicht worden. Der Grofteil dieser Arbeiten stammt von Strugger (1950, 
1951, 1953, 1954, 1956, 1957) und seinen Mitarbeitern (Grave 1954, Kaja 1954, 
Fasse-Franzisket 1955, Perner 1956, Béing 1956), aber auch von 
Heitz und Maly (1953), Diivel (1954), Miihlethaler (1956, 1959), Sitte 
(1958) und Miihlethaler und Frey-Wyssling (1959) liegen Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet vor. Alle diese Arbeiten haben gezeigt, daft die Pla- 
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stiden der héheren Pflanze einen bestimmten, komplizierten Entwicklungsgang 
durchmachen. Strugger und seine Mitarbeiter sind auf Grund ihrer Beobachtun- 
gen der Meinung, daf sich die griinen Plastiden aus den sogenannten ,,Proplastiden“ 
entwickeln, die nur aus einem améboiden Stroma und aus einem von Anfang an 
vorhandenen Primargranum bestehen. Dieses Primargranum wird nach Strugger 
von friiheren Plastiden iibernommen und vermehrt sich wahrend der Plastiden- 
entwicklung durch identische Reduplikation. Dabei entstehen zuniachst zwei iiber- 
einanderliegende Tochtergranen. Wahrend der folgenden Teilungen sollen dann 
einzelne Grana seitlich herausgleiten, wodurch die Entstehung neuer benachbarter 
Granasdulen méglich wird. Auch Miihlethaler schlo8& sich zunachst dieser 
Struggerschen Auffassung an und brachte in seiner 1956 erschienenen Arbeit iiber 
die Struktur und Entwicklung der Proplastiden ein Schema der Plastidenentwick- 
lung (Abb. 18), aus dem zu ersehen ist, da sich in den Proplastiden, die zunachst 
nur ein priméres Granum enthalten, vorerst Starke und Fett bilden kénnen, die 
dann im weiteren Verlauf der Entwicklung wieder verschwinden. Nach ihrem Ver- 
schwinden beginnen sich aus dem Primargranum Stromalamellen zu entwickeln. 
Der fertige griine Chloroplast besteht dann aus einem lamellierten Stroma, dem die 
ebenfalls lamellierten Grana eingebettet sind, und dem Peristromium (siehe auch 
Perner 1956b, S. 572, und Miihlethaler 1957, Abb. 10). Diesen Abschnitt be- 
zeichnet Miihlethaler als ,Entwicklungsphase“ der Plastiden. Wahrend dieser 
Phase sind die Plastiden zum Grofteil améboid. Auf sie folgt die Teilungsphase. 
Das starkefreie, aber bereits vollergriinte Chlorophyllkorn teilt sich dabei durch 
Einschniirung und bildet so zwei griine assimilationsfaihige Jungchloroplasten. Hier 
beginnt nun nach Miihlethaler die Arbeitsphase der Plastiden. 

Die Existenz eines von Anfang an in den Proplastiden vorhandenen Primar- 
granums wurde aber von Heitz und Maly (1953), Diivel (1954) und anderen 
auf Grund ihrer negativen Versuchsergebnisse bestritten. Sie sind vielmehr der 
Meinung, daf sich die Grana erst wahrend der Plastidenentwicklung im Stroma 
bilden. Auch haben elektronenmikroskopische Untersuchungen verschiedener Auto- 
ren — darunter Perner (1956) und Miihlethaler (1955) — ergeben, daf die 
Struktur der Primirgranen keine morphologische Ahnlichkeit mit den Granen, die 
sich in erwachsenen funktionstiichtigen Chloroplasten finden, aufweist. Sie bestehen 
vielmehr aus zahlreichen Elementarpartikelchen, die bei einigen Pflanzen, z. B. bei 
Chlorophytum comosum, zu kristallgitterartigen Korpern geordnet sind (Perner 
1956 a, Abb. 6—14, Miihlethaler 1959, Abb. 7). Hodge, McLean und Mer- 
cer (1956) nannten dieses Primargranum, das ja als Bildungszentrum fiir die sich 
spater entwickelnden Stroma- und Granalamellen anzusehen ist, ,,prolamellar body*. 
Sie sahen diesen Kérper an etiolierten Pflanzen als kompakte Ansammlung klein- 
ster Partikel von Blaschenstruktur. Bereits bei geringer Belichtung bildet sich dann 
aus ihnen die typische Lamellarstruktur, und zwar durch kettenartiges Aneinander- 
reihen der Blischen. Die endgiiltige Lamellenzahl des Chloroplasten entsteht 
aber nach dem Belichten und dem Verschwinden des Primark6érpers durch eine Neu- 
bildung von der Peripherie aus. Und zwar sollen in der als Peristromium bezeich- 
neten AuBenzone der Plastiden zuerst kleinste, vakuolenahnliche Blaschen entstehen, 
die dann zu flachen Zisternen verschmelzen. Dies steht aber im Gegensatz zu der 
von Strugger geforderten genetischen Kontinuitét der Primargranen. Nun er- 
schien jiingst eine Abhandlung von Miihlethaler und Frey-Wyssling 
(1959), die sich mit Untersuchungen der friihesten Proplastidenstadien in den Em- 
bryosackanlagen verschiedener Liliaceen, im Vegetationskegel von Elodea canadensis 
und in Knospen von Begonia-Blattstecklingen befaft (siehe auch Miihlethaler 
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1959). Nach den Angaben der beiden Autoren soll die Entwicklung der Plastiden 
auf folgende Weise vor sich gehen: Die submikroskopischen Proplastiden, die noch 
keine Innenstruktur zeigen und zunichst um 20 bis 50mu Durchmesser besitzen, 
wachsen bis zu einer Gréfe von 0,6 bis 2 heran. Dann beginnt die Entwicklung 
der Plastiden-Innenstruktur durch Einwachsen der inneren Membranschicht, analog 
der Entwicklung der Mitochondrien. Bei den Mitochondrien wachsen diese ,,Tubuli* 
mehr oder weniger senkrecht zur Oberflaiche in das Stroma hinein, wahrend sie bei 
den Proplastiden nach der Einfaltung abbiegen und knapp unter der Oberflache 
entlang ziehen sollen. Gleichzeitig mit diesem Prozef beginnt auch die Bildung der 
Starkekérner. Da diese Stirkekérner aber nur im Plastidenstroma entstehen kén- 
nen, folgert Miihlethaler daraus, daf es sich bei den von ihm untersuchten 
Zellorganellen nur um Plastiden handeln kénne. Bei guter Belichtung sollen nun 
diese einwachsenden Doppellamellen kontinuierlich vermehrt werden und sich zu 
Grana- und Stromalamellen entwickeln. Bei Lichtmangel hingegen unterbleibt 
zundchst (auch nach Hodge, McLean und Mercer) diese Lamellenbildung. 
Die einwachsenden Tubuli zerfallen in zahlreiche Blaschen, die sich zu einem soge- 
nannten Prolamellarkérper zusammenordnen. Nach Belichtung dieser Proplastiden 
mit Prolamellarkérper beginnen sich nach Miihlethaler die Blaschen dieses 
Koérpers zundchst zu strecken und dann zu Doppellamellen zu verschmelzen. Es 
sollen sich dabei zuerst die Grana bilden, die geldrollenartig iibereinanderliegen 
und erst, wenn diese nahezu fertig ausgebildet sind, wachsen dazwischen die Stroma- 
lamellen ein. Eine identische Reduplikation der Grana konnte Miihlethaler 
nirgends feststellen. Sie entstehen nach ihm entweder durch seitliches Einwachsen 
der Plastidenmembran oder aus dem bei Verdunklung gebildeten Prolamellar- 
kérper. Die zwischen den Granen liegenden Stromaschichten sollen sich von diesen 
nur durch ihre gréRere Flachenentwicklung unterscheiden. Nach Miihlethaler 
und Frey-Wyssling hiangt also die innere Struktur der Proplastiden weit- 
gehend von der Belichtung ab, und das soll auch der Grund dafiir sein, daf sich 
die lichtmikroskopischen Befunde der verschiedenen Autoren so haufig widerspre- 
chen. Wie aber auch die Entwicklung vor sich gehen mag, am Beginn liegen stets 
Proplastiden mit lockerer Innenstruktur vor, die sich dann zu Jungchloroplasten 
mit durchgehend lamelliertem Stroma entwickeln. 

Betrachten wir die vorliegenden Farbeergebnisse vom Standpunkt der 
Plastidenentwicklung aus, so sehen wir, da am Beginn der Entwicklungs- 
phase das noch nicht durchgehend lamellierte Stroma der Plastiden ebenso 
wie das Stroma der Epidermis-Leukoplasten mit Uranin fluorochromierbar 
ist. In den fertigen, funktionstiichtigen Chloroplasten der Teilungs- und 
Arbeitsphase hingegen ist das lamellierte Stroma nicht mehr sichtbar 
fluorochromierbar. Es farbt sich nur mehr eine zarte aufere Hiille, das 
Peristromium, an. “uch an Plastiden, in denen die Grana in der Fluores- 
zenz sehr deutlich zu sehen waren, wie z. B. bei Aspidistra elatior und 
Chlorophytum comosum, konnte im Stroma keine Griinfluoreszenz wahr- 
genommen werden. Es wire allerdings auch méglich, daf die strahlende 
Rotfluoreszenz eine eventuell vorhandene schwache Griinfluoreszenz des 
zwischen den Granen liegenden Stromas iiberdecken wiirde. Allerdings 
haben sich auch blafgriine, kaum merklich rot fluoreszierende Plastiden 
nicht mehr mit Uranin fluorochromieren lassen. Es scheint also doch das 
lamellierte Plastidenstroma nicht mehr zur Uraninspeicherung befahigt zu 
sein, wogegen das locker strukturierte, noch nicht durchwegs lamellierte 
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Stroma der meist noch améboiden Proplastiden und auch der Leukoplasten, 
ebenso wie das Protoplasma, mit Uranin fluorochromierbar ist, An den 
ergriinten, lamellierten Plastiden farbt sich nur mehr ein schmaler griiner 
Aufensaum, der wohl dem Peristromium entspricht. Daf es sich bei diesem 
griinen Saum, der immer wieder zu sehen war, nicht um das umgebende 
Plasma handeln kann, war deutlich an den von der Plasmastrémung mit- 
geschleppten Plastiden von Elodea und Vallisneria zu sehen. Auch war in 
den Stengelparenchymzellen von Tradescantia, wo das Plasma kaum merk- 
lich oder gar nicht fluorochromiert ist, der griine Saum um die Chloroplasten 
immer deutlich ausgebildet. 


Auch erwachsene Chromoplasten farben sich mit Uranin nicht sichtbar 
an. Schon Schimper (1885) stellte fest, da die gelben Pigmente der 
Chromoplasten an keine besonderen Strukturen gebunden sind, daf sie 
vielmehr als kristalline oder trépfchenartige Einschliisse auftreten. Dabei 
sind diese Trépfchen meist peripher gelagert,so daf das Innere der Chromo- 
plasten farblos erscheint. Verteilen sich die Trépfchen regelmafig an der 
ganzen Plastidenoberflaiche, so erinnert das mikroskopische Bild stark an 
die Granastruktur der Chloroplasten. 


Uber die Entstehung der Chromoplasten liegen ebenfalls aus letzter Zeit licht- 
und elektronenmikroskopische Untersuchungen von Frey-Wyssling und 
Kreutzer (1958) vor. Die Chromoplasten der Honigbliatter von Ranunculus 
repens-Bliiten entstehen aus kleinen, blafgriinen Chloroplasten, die Starkekérner 
enthalten, Bei der Bildung der Chromoplasten nimmt die Starke- und Chlorophyll- 
menge immer mehr ab, wahrend sich das gelbe Pigment sehr rasch vermehrt. Die 
Carotinoide befinden sich in Kiigelchen, die auf den ersten Blick wie Grana aus- 
sehen und von Frey-Wyssling als ,Globuli* bezeichnet werden. In den 
Perianthblattern der Ranunculus-Bliite hingegen entstehen die Chromoplasten 
direkt aus den farblosen Amyloplasten. Die elektronenmikroskopischen Untersuchun- 
gen ergaben, daf in den Honigbliattern zunichst kleine Proplastiden vorhanden 
sind, die das iibliche Lamellarsystem entfalten. Es entstehen zunachst Jungchloro- 
plasten mit wenigen Granen; gleichzeitig erscheinen die ersten osmiophilen Glo- 
buli mit einem Durchmesser bis 150 A. Der Bildungsort dieser Globuli liegt zwi- 
schen den Lamellen. Sie nehmen zahlenmaéfig und auch an Grdfe standig zu, 
wodurch die Lamellenstruktur nach und nach zerstért wird, SchlieBlich bricht, 
wie sich Frey-Wyssling ausdriickt, die ganze Innenstruktur. zusammen. Ubrig 
bleibt nur noch die Plastidenhaut, die den ganzen desorganisierten Plastideninhalt 
zusammenhialt. Die Globuli, die keine Innenstruktur und spezifische Formgestal- 
tung zeigen, ordnen sich dieser Aufenmembran an und schliefen eine zentrale 
Vakuole ein. Auf Grund seiner Versuchsergebnisse deutet Frey-Wyssling 
diese Chromoplastenbildung als eine Art Lipophanerose (siehe auch Zurzycki 
1954). Er halt die ausgebildeten Chromoplasten fiir degenerierte Plastiden mit 
véllig passiver Funktion und bezeichnet sie als alloplasmatische Organelle ohne 
eigenen Stoffwechsel. 


Die grofen Chromoplasten von Reinwardtia indica, deren Globuli regel- 
mifig iiber die ganze Oberflache verteilt liegen und so an die Granastruktur 
der Chloroplasten erinnern, farben sich mit Uranin nicht sichtbar an, auch 
kein griiner Saum ist zu sehen. Sie stimmen allerdings nach Fre y- W yss- 
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lings Untersuchungen hinsichtlich ihrer Innenstruktur weder mit den 
Proplastiden noch mit den ergriinten, lamellierten Chloroplasten iiberein. 
Bei den nach vakuoliger Degeneration der Chromoplasten sichtbar wer- 
denden und mit Uranin fluorochromierbaren Blasen diirfte es sich wohl um 
die anschwellenden Innenvakuolen der Plastiden handeln. Die Blasen er- 
scheinen als Ganzes, nicht nur an ihrer Oberfliche gefarbt. 


Daf das Uranin aber noch ins Innere der bereits lamellierten und voll- 
ergriinten Chloroplasten, deren Stroma nicht mehr sichtbar fluorochromier- 
bar ist, eindringen kann, zeigt deutlich die Anfarbung der Assimi- 
lationsstiairke, die ja in den Stromalagen zwischen den Lamellen ent- 
steht (Strugger 1951). Die Assimilationsstarke war stets besonders auf- 
fallend und gleifend griin fluorochromiert. Diese Stairkefarbung kann so 
intensiv und strahlend sein, daf an Plastiden, die sehr viele und grofe 
Starkekérner enthalten (vor allem an den Plastiden der Schlie&zellen), eine 
Gesamtplastidenfarbung vorgetiuscht wird (siehe Hifler, Ziegler, 
Luhan 1956, S. 333, 340, 341, 346). Die Farbung der Assimilationsstarke 
trat immer nur in lebenden Zellen auf. In toten Zellen, deren Plastiden 
ebensoviel Starke enthielten, war niemals Stirkefluoreszenz zu sehen. Das 
grelle Aufleuchten der Starke in den Plastiden lie® uns an eine Mitbetei- 
ligung der Grenzschicht von Plastidensubstanz und Starke denken (H6fler, 
Ziegler, Luhan 1956). 


Auch Reservestirke (z. B. Kartoffelknolle oder Mark von Houttuynia 
cordata) farbt sich nur in lebenden Zellen. In angeschnitienen Randzellen 
des Schnittes und auferhalb des Schnittes in der umgebenden Fliissigkeit 
fanden sich jedoch immer wieder griin fluorochromierte Starkekérner. Wei- 
ters wurde immer wieder beobachtet, daB fluorochromierte Assimilations- 
starkekérner beim Abtéten der Zellen, ebenso wie das Protoplasma und die 
Zellkerne, ihre Fluoreszenz verlieren. Hier kénnte es sich um eine fluores- 
zenzléschende Wirkung des abgestorbenen Plasmas und der Plastiden 
handeln. 


Angaben iiber Starkefluorochromierung mit Fluoreszeinen liegen bereits zahl- 
reich vor (Schumacher 1933, Déring 1935, Haitinger 1938, Eschrich 
1953, Héfler, Ziegler, Luhan 1956, Enéckl 1959). Schumacher 
bezeichnete die Starkefluorochromierung als sehr empfindlichen vitalen Stiarke- 
nachweis. Déring fand, daf die Starke dann speichert, wenn auch das Plasma 
speichert. Auch bei meinen pH-Reihenversuchen zeigte sich, wie bereits erwahnt, 
meist Ubereinstimmung von Plasma- und Stafkefluorochromierung. An Schnitten 
durch die Kartoffelknolle aber zeigte sich mehrmals, daft bei alkalischen pH-Stufen 
von pH 8,0 und 8,75, bei denen keine Plasma- und Kernfluorochromierung mehr auf- 
trat, die Starkekérner doch noch griin fluorochromiert waren, allerdings nicht mehr 
so intensiv wie in den tieferen pH-Stufen. 

Déring sah, daf& auch das Tetrabromfluoreszein = Eosin Stairkek6rner 
lebender Zellen intensiv anfarbt, wogegen Starkekérner in benachbarten toten 
Zellen nicht fluoreszieren. Die aus dem Schnitt herausgefallenen Starkekérner ver- 
lieren nach Déring sehr bald ihre Fluoreszenz, wenn man die mit fluores- 
zierender Starke gefiillten Zellen mechanisch zerstért und das Fluorochrom weg- 
diffundieren kann. 
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Wie weitere Versuche zeigten, farbt sich aber nicht nur die Assimilations- 
und Reservestirke in den Zellen; auch kaufliche Starke ist mit Uranin 
fluorochromierbar. Die Hauptversuchsreihe wurde mit kauflicher Kartoffel- 
starke durchgefiihrt, aber auch Weizen- und Marantastirke lieBen sich mit 
Uranin zur Griinfluoreszenz bringen. 


An der fluorochromierten Kartoffelstirke war der schalen- bzw. schichten- 
formige Bau (Badenhuizen 1959) deutlich zu sehen. Die Farbung ge- 
lang im stark sauren und im stark alkalischen Medium. Sie blaBte nach eini- 
gen Stunden Aufenthalt im farblosen Puffer wieder aus. 


Uber Starkefluorochromierung mit Akridinorange berichten C zaja (1956) und 
Bancher und H61z1 (1959), Mit dem basischen Akridinorange fiarben sich nach 
Bancher und Hé1z! die Starkekérner gelbrot, wobei die Schichtung sehr schén 
zu sehen ist. Dies laRt auf vorwiegend elektroadsorptive Speicherung des basischen 
Farbstoffes durch elektronegative saure Gruppen des Substrates schliefen (Kinzel 
1955, 1958). Es sind hier wohl die Phosphatgruppen des Amylopektins, die fiir die 
Speicherung in Frage kommen. Bancher und Hé1z1 schlieRen aus den Farbe- 
ergebnissen, daf in den weniger lichtbrechenden, wasserreichen und locker gebauten 
Schichten des Starkekornes die verzweigten und vernetzten, mit stark hydrophilen, 
sauren Gruppen ausgestatteten Molekiile des Amylopektins iiberwiegen. Nach 
Badenhuizen (1959) soll aber der Schichtenbau, nicht wie C za ja (1954) meinte, 
allein auf chemischer Verschiedenheit der beiden Schichten beruhen, sondern vor 
allem auf ihrem unterschiedlichen Hydratationsgrad. Beide Schichten sollen unver- 
zweigte und verzweigte Molekiile von Amylose und Amylopektin enthalten. 

Bancher und H61z! sahen weiters, daf bei Zusatz von CaCl, die Rotfluores- 
zenz der Starkekérner ausblieb und daf statt der roten Schichtenfluoreszenz eine 
gleichmaBige griine Fluoreszenz auftrat, die das Kennzeichen von Difluoreszenz 
aufwies. Auch mit den sauren Fluorochromen Thiazolgelb G und Primulin 0 konn- 
ten sie diffuse Fluorochromierung der Stiarkek6rner erzielen. Sie beruht ihrer Mei- 
nung nach auf Einlagerung der Farbstoffteilchen in den intermizellaren Hohlrau- 
men (Inklusion, vgl. Kinzel 1955). 


Auch die Farbung der Starke mit dem sauren Fluorochrom Uranin kann 
nicht auf Elektroadsorption beruhen, doch farben sich hier ebenso wie mit 
dem basischen Akridinorange die Schichten verschieden stark an. Kraftig 
griin fluorochromierte Schichten wechseln mit dunklen, kaum mattgriin er- 
scheinenden Schichten ab. Offenbar ist hier die verschiedenartige Anfarbung 
der Schichten durch ihren unterschiedlichen Hydratationsgrad bedingt. Das 
wiirde ja auch mit der Beobachtung im Einklang stehen, daf beim gequol- 
lenen Protoplasma gleichzeitig mit der erhéhten Hydratation auch eine er- 
héhte Bindekraft fiir Uranin auftritt. 

Als wichtigstes Ergebnis der vorliegenden Studie ist wohl die Tatsache 
zu werten, daB sich an lebenden, noch locker strukturier- 
ten Proplastiden und Leukoplasten das Stroma, gleich 
wie das lebende Protoplasma, mit Uranin zu griiner 
Fluoreszenz bringen ]af&t. Desgleichen an den erwachsenen Pro- 
plastiden panaschierter Pflanzenteile, die ein oder mehrere grofe ergriinte 
Granen besitzen, deren Stroma aber nicht in der Weise lamelliert zu sein 
scheint, wie dies bei erwachsenen vollergriinten Plastiden der Fall ist. Es 
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miissen also hier in bezug auf das Bindungsvermégen fiir Uranin die gleichen 
physiko-chemischen oder strukturellen Dispositionen bestehen wie im leben- 
den Protoplasma. Sie scheinen weiters auch im Peristromium der erwach- 
senen griinen und voll funktionstiichtigen Chloroplasten gegeben zu sein, 
das sich mit Uranin ebenfalls griin fluorochromieren laRt.— Anders ver- 
halt sich aber die lamellierte Hauptmasse der Chloro- 
plasten.Siekonntemit UraninniemalszurGriinfluores- 
zenz gebracht werden. Die Chloroplasten dienen ja vor allem der 
photochemischen Wasserspaltung und der CO,-Fixierung (Dunkelreaktion). 
Sie enthalten den zum gesamten Photosynthesevorgang bis auf das Niveau 
der Kohlehydrate nétigen Apparat und scheinen, wie die jiingste Entwick- 
lung mehr und mehr erkennen aft, weitgehende Selbstandigkeit zu be- 
sitzen und auf keinerlei Mitwirkung anderer Zellteile angewiesen zu sein. 
Schon Ueda (1949) sprach von einer ,,Autonomie* der Chloroplasten, fiir 
die Arnon die Ausdriicke ,,biochemical unit“ (1956) und ,,functional unit“ 
(1958, vgl. Kinzel 1959) pragte. Er kam auf Grund seiner Versuchsergeb- 
nisse an isoliertem und zertriimmertem Chloroplastenmaterial zu dem 
Schlu8, da die Dunkelreaktion von einem extrahierbaren Enzymsystem 
durchgefiihrt wird, das vielleicht im Stroma der Plastiden seinen Sitz hat, 
wahrend die Lichtreaktion unbedingt an die fiir die Plastiden charakteristi- 
schen Strukturen gebunden ist. Den Haupisitz der Lichtreaktion diirften da- 
bei die Grana darstellen. Hier tritt die innige Verkniipfung von Struktur 
und Funktion, die ja im Bereich des Lebendigen so allgemein verbreitet ist, 
besonders augenfallig zu Tage. In diesem lamellierten Chloro- 
plastenleib herrschen nun, seiner Funktion entspre- 
chend, eben andere physiko-chemische und vor allem 
strukturelle Verhaltnisse, die es mit sich bringen, da 
er sich dem Uranin gegeniiber nicht wie lebendes Plas- 
ma verh§alt. 


D. Zusammenfassung 


1. Erwachsene lebende Chloroplasten kénnen mit Uranin nicht zur Fluo- 
reszenz gebracht werden. Sie erscheinen auch nach stunden- und tagelanger 
Einwirkung des Uraninfarbbades im UV-Licht in ihrer roten Eigenfluores- 
zenz. Nur ein schmaler griiner Saum (Peristromium) ist um die Chloropla- 
sten zu sehen. Er kann schmiler oder breiter, deutlich oder weniger deutlich 
sichtbar sein, wurde aber immer wieder beobachtet. Im lamellierten, voll 
funktionstiichtigen Chloroplastenleib scheinen in bezug auf das Bindungs- 
vermoégen fiir Uranin, seiner Funktion entsprechend, eben andere Voraus- 
setzungen gegeben zu sein wie im lebenden Plasma. 


2. Lebende Chloroplasten sind nur wihrend ihrer friihen Entwicklungs- 
phase, solange das Stroma noch locker strukturiert ist, mit Uranin sicht- 
bar fluorochromierbar. Auch die Leukoplasten der Epidermiszellen farben 
sich mit Uranin zu griiner Fluoreszenz. Die Intensitat dieser Fluoreszenz 
schwankt aber von Pflanze zu Pflanze. Auch das Stroma erwachsener Pro- 
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plastiden in panaschierten Pflanzenteilen ist mit Uranin griin fluorochro- 
mierbar. 


3. Die Plastiden farben sich nur in dem pH-Bereich, in dem auch das 
Protoplasma zur Uraninspeicherung befihigt ist. 


4. Bei der Umlagerung des Uranins vom Plasma zum Zellsaft verschwin- 
det auch die Griinfluoreszenz der Plastiden. 


5. Lebende intakte Chromoplasten sind mit Uranin ebenfalls nicht fiarb- 
bar. Hier ist auch kein griiner Saum zu sehen. Nur die bei der vakuoligen 


Degeneration auftretenden Blasen erscheinen nach Uraninfarbung griin 
fluorochromiert. 


6. Die Assimilationsstirke in den Plastiden lebender Zellen fiarbt sich 
mit Uranin zu leuchtend griiner Fluoreszenz. Das Uranin muf also auch in 
das nicht mehr sichtbar fluorochromierbare Chloroplastenstroma eindringen 
kénnen. Das intensive Leuchten der autochthonen Starke laft an eine Mit- 
beteiligung der Grenzschicht von Plastidensubstanz und Starke denken. 
Bei entsprechend groffer Starkemenge (z. B. in den Plastiden der SchlieB- 
zellen) kann diese Farbung eine Allgemeinfarbung der Chloroplasten vor- 
tauschen. Punkt 10 der Zusammenfassung von Héfler, Ziegler, Luhan 
(1956) ware dahingehend zu korrigieren. 

Bei der Umlagerung des Uranins vom Plasma zum Zellsaft verschwindet 
auch die Starkefluoreszenz. 


7. Auch die Reservestirkekérner ebenso wie die kaufliche Starke farben 
sich mit Uranin zu griiner Fluoreszenz. An uraninfluorochromierter Kar- 
toffelstiirke ist die Schichtung besonders deutlich zu sehen. Magebend fiir 
diese ungleiche Anfarbung der Schichten diirfte ihr unterschiedlicher Hydra- 


tationsgrad sein. 


8. Die Fluorochromierung der Assimilationsstirke in den Plastiden ist 
ebenfalls nur in dem pH-Bereich méglich, in dem auch Plasmafarbung statt- 
findet. Reservestirke hingegen farbt sich auch noch im alkalischen Milieu, 
in dem das Plasma nicht mehr fluorochromiert ist. Kaufliche Kartoffelstirke 
war noch bei pH 11 fluorochromierbar. 
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Most investigations on endosperm so far have dealt with cytological and 
morphological problems, though in recent years the physiological and bio- 
chemical properties of this tissue have been attracting more and more atten- 
tion (Bajer 1952, Bajer and Mole-Bajer 1954, Cutter and Wil- 
son 1954, Rijven 1952, Scholander 1955, Wilson and Cutter 
1952). It has been thought useful to investigate in detail the physico-chemi- 
cal properties of the central vacuole sap, i.e. the fluid filling the central 
vacuole of ovules and the changes of these properties from a very early 
stage of ovule development till the moment when the growing endosperm 
tissue replaces the central vacuole so that the isolation of sap becomes 
impossible. First the osmotic value of endosperm sap and the changes of 
this value in the course of ovule growth were determined. 

The osmotic value of the sap pressed slightly from ovules was measured 
by the thermoelectric method (Andel 1952, Hill 1930). The apparatus 
used consists of a thermocouple, a protecting moist chamber and a Kipp 
A 70-galvanometer. The moist chamber containing the thermocouple (man- 
ganine and constantan strips 7 » thick and 1 mm. wide) was immersed in a 
water bath, which was connected with an ultrathermostat, allowing measure- 
ments at a constant temperature of 25° (differences of temperature in the 
water bath were 0.01°). For calibration of the thermocouple solutions of 
known concentrations of boric acid were used. During the measurements 
a drop of 0.075M boric acid was placed on one loop of the thermocouple, 
and a drop of sap on the other. The accuracy of measurements was 0.025 M. 
The material in the experiments was mainly ovules of Haemanthus Katha- 
rinae grown in a hothouse. The age of ovules used, counted from the day 
the perianth wilted, was 4 to 44 days. On fixed material it was found that 
the ovules of four days contained nuclear endosperm attached to the nucellus 
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cells and that the ovules had a vacuole at their centre. The sap used in 
each experiment was taken from one ovule only except in the case of very 
young ovules where the amount of sap was to small and had to be collected 
from 2 to 3 ovules. 

The measurements of growth of the ovules have shown that the ovules 
grow at first more vigorously in length than in breadth. The increase of 
breadth becomes more rapid in the final stages of development. As regards 
osmotic value there are four distinct stages in the development of ovules 
(Fig. 1). 

The first stage lasts the 4 to the 13 day of development and is charac- 
terized by a rise of the osmotic value of central vacuole sap from 0.21 to 

0.35 M. During that time the 

length and breadth of the ovules 

increased 2 mm. and 0.6 mm., 

respectively. The second stage 

lasts from the 13*® to the 20 day. 

The growth of ovules is more 

rapid than in the previous stage 

Nl n 1 n n (2.5 mm. in length and 1.7 mm. 
10 20 30 40 50 in breadth). The osmotic value 
time in days of the sap remains constant. 

Fig. 1. The changes of the osmotic value in In the third stage lasting 15 days 
the sap of central vacuole in the ovules ot (from the 20% to the 35) the 
Haemanthus Katharinae. ovules grow mainly in breadth. 

The increase of length is 2.1 mm., 

the increase of breadth 2.3mm. The osmotic value drops from 0.35 to 0.25 M. 
The fourth stage lasts from the 35 to the 44 day when the experiments 
were ended. In this stage there is already no growth in length but the 








Table 1. The osmotic values (in M.) of the sap of the central vacuole in the ovules 
of different plant species. 





Species First Stage | Second Stage | Third Stage 





Asparagus officinalis 0.203 | 0.311 0.195 


0.218 | 0.281 0.169 
Clivia sp. 0.300 0.443 0.366 
0.311 0.456 0.381 

Haemanthus puniceus | 0.245 =| 0.318 0.233 
0.233 | 0.293 0.225 

Leucojum aestivum 0.421 0.600 0.438 
| 0.391 | 0.596 0.394 








breadth still increases. The osmotic value is almost constant with a down- 
ward trend from 0.23 to 0.21 M. 

In the other experiments the osmotic value of the central vacuole sap of 
Haemanthus puniceus, Asparagus officinalis, Clivia sp. and Leucojum 
aestivum was also determined (Table 1). The relation between the growth 
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of the ovules and the osmotic value was found to be the same as in 
H. Katharinae. 

Changes of the osmotic value in the central vacuole sap, the initial rise 
of the value to a constant level and its subsequent drop are probably the 
result of two antagonistic processes: (1) the transport to the ovules of nutri- 
tive substances (aminoacids, sugars) from the vegetative organs and (2) the 
synthesis of storage substances of low osmotic activity (proteins, polysacha- 
rides) in the developing endosperm. During the first stage, when the osmo- 
tic value increases, the former process is dominant and consequently the 
amount of osmotically active substances in the sap increases. During the 
second stage there is an equilibrium between the transport of nutritive sub- 
stances and their utilization for the synthesis of storage substances. Finally 
in the third stage the synthetic processes predominate and the amount of 
osmotically active substances in the sap decreases. This interpretation of 
the curve illustrating the changes of the osmotic value in central vacuole 
sap is supported by the results of many investigators (Baptist 1956, 
Koblet 1940, Scholander 1955), among others by the measurements 
of the viscosity and surface tension of central vacuole sap of Haemanthus 


Katharinae (R yczkowski 1960). 
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In the course of studies on the physico-chemical properties of central 
vacuole sap viscosity, specific gravity and surface tension were determined. 
As investigation material Haemanthus Katharinae, Clivia sp., Crambe 
tatarica and Asparagus officinalis ovules were used. In the preliminary 
experiments with Haemanthus Katharinae a modified Oswald viscosimeter 
was used. This method, however, permits the measurement only of the 
older ovules (15—34 days old) from which a greater quantity of sap could 
be obtained. For this reason in further experiments the Pekarek method 
was introduced (Pekarek 1930, 1931). 


Table 1. The viscosity of the central vacuole sap in different stages of development 
as measured by the Pekarek method. 
(Mean values obtained from 10 to 20 measurements.) 





Absolute Viscosity in cP 


Species 
Young Ovules | Older Ovules | Fully developed Ovules 











| 
Crambe tatarica } 1.2912 1.0168 


Haemanthus Katharinae | 1.3635 1.0239 


1.2439 
1.2405 


Asparagus officinalis 1.3558 1.0610 | 1.2869 
| 
| 


The measurement results for Haemanthus Katharinae and Clivia sp. 
are shown in Figs. 1 and 2. As can be seen from the curves the viscosity 
of central vacuole sap varies very distinctly with the age of the ovules. The 
highest values were obtained for very young ovules, a decrease of viscosity 
taking place in the further stages of ovule development followed by an 
increase of viscosity to a constant level (Table 1). 

Ii may be supposed that the decrease of viscosity in the first stages of 
ovule growth is connected with the dilution and partial utilization of pro- 
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teins (R yczkowski 1960). The increase of viscosity in the further stages 
of development is accompanied by an increase of specific gravity and a 
decrease of surface tension. For instance for Haemanthus Katharinae the 
specific gravity increases from 1.02 to 1.03 and the surface tension decreases 
from 65 dyns/cm. to 45 dyns/em. This may be explained by a transport 
to the ovules of such compounds as carbohydrates and aminoacids, and the 
synthesis of proteins in the central vacuole sap. This supposition is in 
accordance with the conclusions of other investigators (Baptist 1956, 
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Fig. 1. The relation of the viscosity of central vacuole sap (determined by the visco- 
meter method) and the age of ovules in Haemanthus Katharinae (after perianth 
wilted). 


Fig. 2. The relation of the viscosity of central vacuole sap (determined by the 
Pekarek method) and the age of ovules in Clivia sp. (Mean values obtained from 
10 to 20 measurements.) (after perianth dropped.) 


Koblet 1940). E.g. Baptist (1956) showed by the chromatographic 
method that in nuts of Cocos nucifera the amount of aminoacids increases 
with age. 
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1. Die Wissenschaft vom FlieBen und der Formveranderlichkeit der 
Stoffe hat vor etwa 40 Jahren durch E. C. Bingham und H.Green in 
Amerika die Bezeichnung ,R heolog y* (Flie®kunde) * erhalten, und diese 
Bezeichnung ist inzwischen unter Beriicksichtigung der sprachgesetzlich be- 
dingten Abianderungen in eine beachtliche Zahl europaischer Sprachen iiber- 
gegangen. Heute durchdringt die Rheologie bereits weite Felder der Tech- 
nik auf den Gebieten der Anstriche, der Reibungs- und Schmierungsvor- 


gange,der Metallverformungen und Dehnungen aller Art und vielen anderen 
und hat sich zu einem eigenen Zweig angewandter Physik entwickelt, 
welcher von Vereinigungen, wie der Deutschen Rheologen-Vereinigung, der 
Deutschen Rheologischen Gesellschaft, der Groupe Frangais d'Etudes de 
Rhéologie, der British Society of Rheology (mit einer Sektion in Australien), 
der American Society of Rheology, der Rheologischen Gesellschaft der Nie- 
derlande, der Sektion Rheologie des Schwedischen Nationalkomitees fiir 
Mechanik, einer rheologischen Arbeitsgruppe der Japanischen Chemischen 
Gesellschaft und manchen anderen, intensiv gepflegt wird. So kann es nicht 
wundernehmen, daf sich auch die Biologie nicht mehr mit so vagen 
Beschreibungen des Protoplasmas wie bei F. Dujardin, H. v. Mohl 
und ihren Zeitgenossen (,lebende Gallerte*, ,,klebrige Substanz“, ,,viskose 
Masse“ usw.) genug sein lat. Auch an biologischen Objekten treten ja rheo- 
logische Probleme iiberall da auf, wo Bewegungen an den Systemen der 
Organismen und in und an biologischen Fliissigkeiten aller Art vorkommen. 
Keineswegs unterschatzt werden diirfen zwar die Schwierigkeiten, welche 
wegen der iibergroRen Zahl von Variabeln bei den so héchst komplexen 
Prozessen an Organismen und organismischen Fliissigkeiten entstehen und 
eine mathematische Erfassung von Versuchs- und Messungsbefunden er- 
schweren. Als Folge dieser Situation besteht die Behandlung der Probleme 
durch den Biorheologen oft nur erst in blofer Deskription beobachteter 


1 Abgeleitet vom Griech. 6¢o = flow, aber gebraucht in dem weiteren Sinne von 
Deformation von Materialien. 
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Fakten oder in dem Versuch theoretischer Betrachtungen, die dann zu meist 
komplizierten mathematischen Ausdriicken fiihren und experimenteller 
Priifung unterworfen werden miissen. Nachdem nun — vor allem seit dem 
ersten internationalen Colloquium ,On Rheological Problems in Biology“, 
abgehalten im Juli 1950 in Lund (Schweden) [22], und seit den internatio- 
nalen Rheologen-Kongressen in Oxford 1953 [24], [26] und Bad Oynhausen 
1958 [23], wobei es auch schon zu einer losen Arbeitsgemeinschaft kam 
— rheologische Arbeitsweisen auf vielen Gebieten der Human- und Vete- 
rindrmedizin, der Protoplasmatik und Cytologie, der Physiologie von 
Mensch, Tier und Pflanze vorzudringen beginnen [29], schien es an der 
Zeit, gemeinsame Arbeitsziele durch ein Treffen von Biorheologen 
zu bekraftigen. So kam es am 23. und 24, September 1959 zu einem Sym- 
posion iiber .Flow Properties of Blood and Other Biological Systems“, 
das gemeinsam von der British Society of Rheology und dem Colloid and 
Biophysics Committee der Faraday Society ausgerichtet wurde und erneut 
das Anliegen biorheologischer Forschung als Ausbau jener neuen Quer- 
verbindung so differenter Ausgangsdisziplinen durch Anwenden rheolo- 
gischer Methoden und Begriffe verdeutlichte. Einen grofen Teil des Er- 
folges der Veranstaltung ist dem Leiter der 6rtlichen Organisation, D. R. 
G. McFarlane, zu danken. Welche bunte Vielfalt der Probleme selbst 
bei einer Beschrankung auf Blut und andere Fliissigkeiten der Organismen 
zu bearbeiten ist, zeigte auch dieses Symposion, iiber dessen Verlauf hier 
in Kiirze berichtet werden mag (vgl. auch [25] und [27]). 


2. Nach Eréffnungsansprache und Begriifung durch P. R. Allison- 
Oxford erlauterte Lod ge- Manchester [13] an konzentrierten Lésungen 


von Polymeren die grundlegenden Methoden der Rheologie, indem er 
vor kurzen Andeutungen der andern Eigenschaften vor allem Fragen der 
Elastizitat, der Spannung entlang Stromlinien beim Flie&en und Besonder- 
heiten des Fliefens in Kapillaren behandelte und den Einflu8 der Konzen- 
trationsunterschiede erérierte und das Zustandekommen des W eissen- 
berg - Effekts ({28], S. 514 f.) demonstrierte. Von den beiden Harkness- 
London [9] wurde an Ratten in O,-durchstrémten Lock e - Lésungen meist 
bei 37°C die plastische Anpassung des K 011 agen gewebes, besonders der 
Wandungen des Uterushalses zum Durchlassen des Foétus, durch Bestim- 
mung von Dehnungs-Spannungskurven bei schneller bzw. verzégerter Be- 
lastung (Min. bzw. Std.) untersucht und dabei das Gesamt-Kollagen aus dem 
Hydroprolingehalt eines Gewebehydrolysats mit 6n-HCl abgeschaizt. 
Sodann legte Scott Blair [17] Messungen der je zwei elastischen und 
Viskositaétsparameter beim Koagulieren von Milch vor. Solche Koagulaie 
verhalten sich danach bei einer Modifikation der Apparatur von P.R. Sa un- 
ders und A. G. Ward ([24], S. 284) wie Burgerssche visko-elastische 
Korper ([28], S. 472f.). Durch Gibbons und Glover [8] wurden 
gereinigte Gele des Mukoids vom Uterushals zu verschiedenen Stadien 
des Sexualzyklus in Mischungen 9:1 aus gesattigter CaCl,-Lésung und 
Athanol dispergiert und teils durch kiinstliche Kapillaren, teils im Couette 
zwischen konzentrischen Zylindern zum Fliefen gebracht. Die anomalen 
Kurven der Strémungsdoppelbrechung wahrend der Triachtigkeit wurden 
mit dem Zusammenwirken positiver Formdoppelbrechung und wechselnd 
positiver bzw. negativer Eigendoppelbrechung gedeutet, wobei die Eigen- 
anisotropie eine Funktion des Ausdruckes 1 + /? mit # als Funktion der 
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Zellrate ist. Die Formdoppelbrechung soll weniger von der Schergeschwin- 
digkeit abhangen als die Eigendoppelbrechung und entgegen H. Copic 
(J. Chem. Phys. 26, 1382, 1957) bei einem Achsenverhaltnis der Leptonen = 4 
ihr Maximum erreichen. Durch Belle r-Tiibingen [3] wurde zu Viskosi- 
titsmessungen am Mukoid des menschlichen Uterushalses waihrend des Men-. 
struationszyklus das Consistometer Scott Blairs (Brit. Vet. J. 111, 3,1955) 
benutzt und der Einflu& des Hormonspiegels durch Gaben von Ostronsulfat, 
Ostrogen, Gestagen, Ostradiol und Ostrol untersucht und die Anwendung 
zu einer Friihdiagnose der Schwangerschaft gepriift. Untersuchungen von 
Schleim und Mukoprotein der Bronchien durch White und Elmes- 
London [20] betrafen die Mikroskopie, die Orientation der Leptonen nach 
Farben saurefixierter Proben mit Toluidinblau und Priifung auf UV-Di- 
chroismus (s. auch Rheologica Acta 1, 96, 1958), die Rheologie nach Homo- 
genisieren mit gleichem Volumen Wasser oder 0,14 mol oder mol NaCl in 
Ostwalds Viskometer, die Beriicksichtigung klinischer Besonderheiten, 
die chemische Aufbereitung von Mukoproteiden nach dem Verfahren von 
Curtain und Pye (Austral. J. exp. Biol. Med. Sci. 33, 315, 1955) und 
Angaben iiber Viskositét und Elektronenmikroskopie von Mukoprotein. 
Auf einen weiteren Bericht iiber Beeinflussungen der Viskositat durch 
Hyaluronsaure und Hyaluronidase aus der Gruppe der Mukopoly- 
saccharide durch Rogers [16] sei hier nur eben hingewiesen. 


Mit Darlegungen der Rheologie des Skelettmuskels begann dann 
Bendal1l-Cambridge [4] eine neue Serie von Mitteilungen, wobei Aden- 
osintriphosphat als Steigerer der Plastizitat ebenso wie als Energiequelle 
gewertet und unter Heranziehung von Elektronenmikrogrammen durch 
Hanson und Huxley ein Bauplanmodell des Skelettmuskels der 
Mammalia entwickelt wurde, welches die Untersuchungsbefunde einschlieR- 
lich der Reduktion der Extensibilitat wahrend der Starre einleuchtend 
deutet. Uber Messungen der Zahigkeit (nach der Methode R. M. Loves) 
der Muskeln und des Muskelbreies von Fischen nach einer japanischen 
Methode berichtete Connell-Aberdeen [6]. Wegen des Vorkommens 
bindegewebiger Myocommata zwischen sich kontrahierenden Myotomen 
sind nur indirekte Bestimmungen méglich. Der Elastizitatsmodul frischer 
Schalenbiindel, der mit 1,5 X 10° dynes/cm* wohl zu niedrig ist, wachst sehr 
viel schneller als die Zahigkeit des Fischfleischhes. Wie Heilbrunn- 
Philadelphia [11] ausfiihrte?, sind die bevorzugten Methoden rheologischer 
Forschung am Protoplasma_ Gravitations- und Zentrifugierver- 
suche unter Anwendung des Stokesschen Gesetzes und Messungen mit 
Hilfe der Brownschen Teilchenbewegung unter Benutzung der Ein- 
steinschen Formel. Weitere Methoden seien aber fiir meine Bearbeitung 
des Themas fiir die ,,Protoplasmatologia* [29] zuriickgestellt. Im einzelnen 
wurde gezeigt, wie sehr die vitale Aktivitat von bestimmten rheologischen 


2 Tief zu beklagen ist, daf dieses fiir den verdienten Mitbegriinder der inter- 
nationalen Zeitschrift ,,Protoplasma“ und der Serie der ,,Protoplasma-Monogra- 
phien“ und Autor einer ganzen Reihe einschligiger Biicher und vieler wissenschaft- 
licher Arbeiten, so auch eines wertvollen Beitrages zum Handbuch .,Protoplasmato- 
logia* ein ,,Schwanengesang* wurde, da er bald nach seiner Heimkehr durch einen 
tiickischen Autounfall zu Tode kam. In unausléschliher Erinnerung an die 
gemeinsam verlebten Tage im Trinity College in Oxford seien ihm 
diese Seiten gewidmet. 
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Wandlungen des polymeren Mischkolloids in Mitose, Anisthesie, Muskel- 
kontraktion, Enzymeffekten usw. abhiangt, aber auch welche Differenzen 
im Vergleich mit reinen Proteinen oder gegeniiber nekrotisierendem Proto- 
plasma vorkommen. Mittels Flie&versuchen im Horizontal-Kapillarvisko- 
meter wie hauptsichlich im Couette zwischen konzentrischen Zylindern 
untersuchten Butler und Robins- London [5] das rheologische Ver- 
halten von DNS-Lésungen in 0,2 mol NaCl. Wo die beiderlei Versuche sich 
iiberschneiden, fanden sie véllige Ubereinstimmung der Ergebnisse beider. 
Sie bestimmten die von Volumen und Form der gelésten Molekeln abhangige 
Eigenviskositét und die anomale Beherrschung der Viskositat von der 
Schergeschwindigkeit und teilten erste Angaben iiber das Rigiditits- 
ellipsoid, das Aufwinden der Molekeln mit gehemmtem FlieRen, die 
Entstehung wurmiahnlicher Ketten und den _ Rotationsdiffusionskoef- 
fizienten mit. Das Zusammenwirken von Deformation und Orientation 
beim Fliefenerlaubt zwar eigentlich nur qualitative Aussagen, ermég- 
licht aber die Ermittlung von Unterschieden von DNS-Proben verschiedener 
Herkunft. 


3. Die noch verbleibenden ,himorrheologischen* Beitrage 
der Konferenz wurden durch eine umfassende lecture iiber die Rheologie des 
Blutes durch Bayliss- London [2] eingeleitet. Er unterschied die Rheo- 

‘logie der Blutfliissigkeit und des Koagulats, behandelte das FlieRen durch 
Kapillaren mit asymptotischem Abfall der scheinbaren Viskositat als des 
Quotienten aus aufgewandtem Druck und Flie8geschwindigkeit und inter- 
pretierte Versuche in Termen dreier Phinomene, namlich des Zusammen- 
haltens suspendierter Leptonen, des Wandeffektes und der Achsenanniahe- 
rung, obschon die drei noch nicht geniigen, wie Versuche mit kiinstlichen 
Kapillaren belegen. Mit den Flie®geschwindigkeiten des Blut plasmas 
und der Erythrocyten beschaftigte sich sodann Whitmore [21]. 
Danach ist die Machtigkeit der Schicht des langsamer als die roten Zellen 
bewegten Plasmarandes von der FlieRgeschwindigkeit abhangig. Messungen 
der Transitgeschwindigkeit wurden mittels Injektion von Farbstoffen 
oder radioaktiven Tragern angestellt, und es wurde ein non-streamline 
behaviour festgestellt, welches durch die Komplikation der BluigefaéRe und 
der rhythmischen Veranderungen ihres Lumens hervorgerufen werden 
diirfte, da der Effekt mit kiinstlichen Kapillaren ausbleibt. Die Mitteilung 
von McDonald-London [14], vornehmlich gestiitzt auf Forschungen des 
verstorbenen J. R. Womersley und jener von M. G. Taylor (Phys. 
Med. Biol. 3, 277, 1959), handelte die Hydrodynamik des Pulsationsfliefens 
bei der Blutzirkulation in elastischen Kapillaren ab und setzte 
Flie8schwingungen wihrend des Herzzyklus voraus. Die Annahme lamina- 
ren FlieBens in den grofen Arterien diirfte schwer zu rechifertigen sein 
(vgl. auch McDonald und Taylor, Progr. in Biophysics 9, 105, 1959). 
Der Bericht von Copley-London [7| geht von Befunden mit Scott Blair 
und teilweise anderen Mitarbeitern (vgl. Rheologica Acta 1, 170, 1958; Kol- 
loid-Z. 1960, im Druck) iiber anomales Fliefen, d. i. Nicht-Linearitaét der 
Kurve von Schergeschwindigkeit gegen Druck in kiinstlichen Kapillaren 
mit feinen Fibriniiberziigen der Innenwand, aus; ein linearer Verlauf dieser 
Funktion laBt sich erst mit der von Scott Blair (Nature, London, 183, 
613, 1959) vorgeschlagenen Gleichung von N. Casson (in C. C. Mill, 
Rheology of Disperse Systems, London 1959) erhalten. Ferner wurde das 

Protoplasma, Bd. LII/4 44 
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A dhiarieren roter Zellen an den Kapillarwandungen verschieden behan- 
delter Glaser gepriift. Druckwirkungen in lebenden mikroskopischen Ge- 
fafen waren dagegen der Gegenstand des Berichts von Baez-New York 
[1]. Dabei wurde die Bedeutung des GefaiRtonus fiir Hydrodynamik 
und -rheologie gebiihrend herausgestellt und am Ratten-Mesocoecus Wand- 
dicke und Lumen arierieller und venéser Kapillaren bei bestimmt ver- 
anderten Driicken ermittelt. Die Turbulenz beim FlieRen des Blutes durch 
Aderverzweigungen und ‘an Stellen plétzliher Lumenverande- 
rungen_ behandelte Stehbens-Oxford [19] unter Verwendung 
von fiinf Glasmodellen als Analoga der Cerebralarterien. Ref. [15] 
steuerte eine Mitteilung iiber Messungen des Rheo-Dichroismus 
mittels mikrospektrophotometrischer Methoden an Blutplasma von Meer- 
schweinchen in kiinstlichen Kapillaren bei. Die quantitativen Befunde wur- 
den mit voriibergehender Orientierung der Leptonen zu_ ,cybotak- 
tishen Gruppen“ und dabei induzierter optischer Anisotropie ge- 
deutet. Die haimolysierten Membranen von Erythrocyten wurden 
von Katchalsky-Rehovoth/Israel [12] rheologischh mit Fufball- 
blasen verglichen und als Kelvin-Ké6rper ({28], S. 463) charak- 
terisiert und der Elastizitatsmodul zu 10° bis 10° dyn/cm bestimmt. Sie las- 
sen sich leicht deformieren und werden dadurch resistent gegen Druck- 
schiden beim Passieren der Kapillarengen. Sehr unterhaltsame und dabei 
rheologisch bemerkenswerte Demonstrationen mit diversen Substanzen und 
stofflichen Zustanden bot im Anschluf hieran K. Weissenber g-London, 
und nachdem dann Scott Blair [18] Blutkoagulate aus Blut der 
Hals- und der Anticubitalvene (Mensch, Kuh) im Vergleich mit Koagulat 
der Milch [17] betrachtet und als Max wellsche K6rper [28], S. 465, 516) 
charakierisiert hatte, wurde durch Hartert-Heidelberg [10] der 
Thrombelastograph zum Registrieren der Vorgainge bei der Blui- 
koagulation in seiner Wirkungsweise vorgefiihrt, mit welchem in wenigen 
Sekunden die Scherelastizitat des Thrombus vom Augenblick der Entste- 
hung der ersten Fibrinstrahne bis zur vollen Ausbildung oder von da bis zu 
volliger Fibrinolyse gemessen werden kann, worauf aus photokymographi- 
schen Kurven sogleich Koagulationszeit, Geschwindigkeit der Koagulat- 
bildung und partielle und totale Fibrinolyse entnommen werden kénnen 
(Grenzen der Methode werden beachtet). Die Retraktion des Thrombus be- 
ginnt zum Unterschied von methodisch fehlerhaften Angaben der Literatur 
sofort. 


4. Erganzt wurden die Mitteilungen durch eine Reihe von Demon- 
strationen, durch welche Apparaturen und Ergebnisse zur Bestimmung 
der Wandadhision in Bluigefafen (Copley und R.S. Thorley), der 
Strémungsdoppelbrechung biologischer Systeme und der Messung der 
Schleimkonsistenz (Glover), der Entziindung bei der Kaninchenohr- 
Technik (L. Grant, A. G. Sanders und H. W. Florey), der Elasti- 
zitat und Retraktion von Blutthromben (Hartert, R.G. MacFarlane), 
zu Weissenbergs Rheogoniometer und zur Apparatur zum Studium 
rheologischer Veranderungen an Blut und Milch (Scott Blair) in dafiir 
angesetzter Zeit eingehend studiert werden konnten. Schlieflich war eine 
Abendsitzung der Vorfiihrung wissenschaftlicher Filme ge- 
widmet, welche neueste Aufnahmen aus dem laufenden Jahre von dem 


Blutflu® in der Kaninchen-Aorta (McDonald), der Anordnung zum Stu- 
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dium der LymphgefaBe in Shoks (Baez), neuen Arbeiten an geschlamm- 
tem Blut (M. H. Knisely - Charleston), hamorrheologischen Methoden bei 
der Koagulation und zum Nachweis beim Fliefen von Blutplasma an den 
Aderwanden (Copley. Scott Blair und weitere Mitarbeiter) dar- 
boten, noch ergainzt durch wenig dltere Filme iiber das FlieBen in Strom- 
linien in Venen (McDonald und E. P. W. Helps) und in der Basilar- 
arterie (McDonald und J. M. Potter). 


5. So hat auch die Oxforder Konferenz, deren simtliche Mitteilungen 
demnachst auch ungekiirzt in Druck erscheinen werden [30], wiederum, und 
das trotz einer gewissen stofflichen Einengung und Spezialisierung des 
Arbeitsgebietes, im Vergleich mit der Veranstaltung in Lund 1950 deutlich 
gezeigt, welcher Vielfalt von Problemen sich die Biorheologie 
gegeniibersieht. Daf dennoch die Gefahr unzureichenden gegenseitigen Ver- 
stehens in den’ Diskussionen erfolgreich iiberwunden werden konnte, hat 
gewif? seinen Grund in dem gemeinsamen Bemiihen aller Berichterstatter 
und Diskussionssprecher, sich in der Aussprache durch Angleichen in der 
Terminologie allen Teilnehmern verstandlich zu machen, d. h. sich der 
gegebenen rheologischen Begriffswelt zu bedienen. Es wurde ein grofer 
Erfolg auch iiber den eigentlichen Zweck einer Férderung der Biorheologie 
hinaus; denn auch der persénliche Gedankenaustausch war iiberaus rege, 
und einzelne Redner, die bisher Bekannte gewesen waren, schieden her- 
nach als Freunde. 

Obgleich wir heute nur erst in den Anfangen stehen, hat sich bei der 
Aussprache ferner erneut ergeben, wie fruchtbar die verhan- 
delte Querverbindung zwischen den einzelnen biologisch-medi- 
zinischen Arbeitsfeldern und der Rheologie bereits gewesen ist und weiter 
zu werden verspricht. Dieses iiberraschende Fakium scheint auf zwei in 
diesem Jahrhundert immer wieder in der Forschung hervorgetretenen 
wissenschaftlichen Prinzipien zu beruhen, namlich der Bearbeitung von 
Grenzgebieten zwischen bisher einander fernstehenden wissenschaft- 
lichen Disziplinen und der Einfiihrung einer spezifischen Ver- 
suchsmethodik, im vorliegenden Falle des Flief- oder allgemein des 
Deformationsexperiments. Beide fiir die Fruchtbarkeit neuer wissenschaft- 
licher Arbeitsrichtungen so bedeutsamen Prinzipien sind die Grundlage 
fiir die Erarbeitung einer Biorheologie [29] und erdéffnen ihr ein Arbeits- 
feld von einer ungewohnlich umfangreichen Weite, welches auch durch zu 
erhoffende kiinftige biorheologische Konferenzen nicht so bald ausge- 
schépft werden kann. Daft dieses Gebiet teilweise auch von eminent prak- 
tischer Bedeutung und Anwendbarkeit. werden kénnte, sei dabei nur ganz 
am Rande bemerkt, hat aber auch bereits das Oxforder Treffen mehrfach 
bewiesen. 
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I. Einleitung und Fragestellung 


Es ist den Physiologen schon seit langer Zeit klar, da mit den chemischen 
Reaktionen, die in jeder lebenden Zelle dauernd vor sich gehen, untrennbar 
auch energetische Umsetzungen verkniipft sind. Einerseits ist dies eine 
Eigenheit aller Reaktionen, wie die physikalische Chemie lehrt, anderseits 
weil} man von den Organismen im besonderen, daf sie zu energetischen 
Leistungen mannigfacher Art fahig sind: Sie kénnen Warme abgeben, 
Muskelarbeit leisten und sie kénnen viele komplizierte chemische Verbin- 
dungen aufbauen, die einen hohen Gehalt an chemischer Energie besitzen, 
was sich in einer grofen Verbrennungswarme ausdriickt. 


Da nach dem ersten Haupisatz der Warmelehre keine Energie aus dem 
Nichts entstehen kann, so miissen die Organismen, ja muf jede lebende 
Zelle iiber eine Energiequelle verfiigen. Die Physiologie lehrt, da diese 
Energiequelle die Atmung bzw. die Garung ist. Welcher Art ist nun die 
Energie, die die Zelle aus diesen Vorgangen bezieht? In den Lehrbiichern 
der Physiologie findet man Gleichungen fiir die Atmung und Garung, in 
denen Warmemengen aufscheinen: 


C,H,,0, + 6 O, = 6 CO, +6 H,O + 674 Keal 
C.H,,0, = 2 C,H,OH + 2 CO, + 18 Keal 


Es handelt sich also um exotherme Abbauvorginge, bei denen Warme frei 
werden kann. 


1 Nach einem Vortrage, gehalten am 15. Dezember 1959 vor der botanischen 
Sektion und der Sektion zur Férderung des biologischen Unterrichtes der zoologisch- 
botanischen Gesellschaft Wien. 
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Der biologische Sinn einer solchen Energieproduktion besteht natiirlich 
darin, daf in der Zelle ja standig auch Aufbau-Reaktionen und andere Vor- 
ginge ablaufen miissen, die einer Energiezufuhr bediirfen. Wir fragen nun: 
Ist die Energieform der Warme, die in den oben angeschriebenen Gleichun- 
gen als Produkt der Atmung und Giarung aufscheint, hierfiir zweckmaBig? 
Wohl lassen sich endptherme Reaktionen in gewissen Fallen durch eine 
starke Temperaturerhéhung in Gang bringen, doch kommt dieser Weg fiir 
Organismen nicht in Frage, weil ja, wie bekannt, die makromolekularen 
Substanzen (z. B. Proteine) bei den erforderlichen hohen Temperaturen 
nicht existenzfahig sind. Man kénnte ferner auch daran denken, daft die 
Organismen zu Energieumwandlungen befahigt seien, wie solche etwa in 
unseren Wiarmekraftmaschinen stattfinden. Hier lehrt die physikalische 
Chemie, daf zwar die verschiedenen Energiearten (elektrische Energie, 
mechanische Energie und dgl.) beliebig ineinander umwandelbar sind, da 
aber die Wiarme eine Sonderstellung einnimmt: Zwar lassen sich alle ande- 
ren Energiearten in beliebigem Ausmaff in Warme verwandeln, der um- 
gekehrie Weg (Umwandlung von Warme in andere Energieformen) ist 
jedoch nach dem zweiten Hauptsatz der Warmelehre nur in beschranktem 
Umfang méglich und vor allem an die Bedingung gebunden, daf ein 
Temperaturgefalle verfiigbar ist. Die Warmekraftmaschinen besitzen ein 
solches Temperaturgefille, das sie zu ihren Leistungen befahigt. Die leben- 
den Organismen besitzen in sehr vielen Fallen iiberhaupt kein Temperatur- 
gefalle, aber auch in den Fallen, da ein solches vorhanden ist (wie etwa bei 
den warmbliitigen Tieren), verfiigen die Organismen iiber keine Vorrichtun- 
gen, die sie dazu befahigen, dieses Gefalle in nennenswertem Umfang aus- 
zuniitzen. Wir kénnen so auf Grund der physikochemischen Voraussetzun- 
gen nicht damit rechnen, daff Warme eine wesentliche Energiequelle fiir 
irgendwelche Organismen ist. Im Gegenteil: Wir diirfen annehmen, daft 
eine Energiemenge, die in einem Organismus in Form von Warme entsteht, 
fiir den Organismus verlorengeht, weil sie in kiirzerer oder langerer Zeit 
an die Umgebung abgegeben wird. Daraus ergibt sich die Folgerung, daft 
die oben angegebenen Gleichungen, in denen der Energiegewinn bei der At- 
mung und der Garung in Form einer Warmemenge aufscheint, dem bio- 
logischen Sinn dieser Vorgange nicht gerecht werden. Wir miissen also nach 
einem besseren Verstandnis des Energiewechsels der Organismen suchen. 


II. Einige Grundziige chemischer Reaktionen 


Es ist an dieser Stelle nétig, etwas weiter auszuholen und iiber einige 
grundsatzliche Eigentiimlichkeiten chemischer Reaktionen zu _ sprechen. 
Betrachten wir eine Verbindung, die im Stoffwechsel vieler Organismen 
eine grofte Rolle spielt: das Glucose-6-Phosphat, abgekiirzt Gl-6-Ph 
(Abb. 1). 


Diese Verbindung kénnte sich (theoretisch) aus Glucose und Phosphor- 
siure bilden: Glucose + H,PO,->GIl-6-Ph + H,O. Freilich, wenn man die 
beiden Komponenten in wasseriger Lisung zusammenmischt, entsteht kein 
Glucose-6-Phosphat. Es ware nun sehr naheliegend, zu der Meinung zu 
kommen: wenn ein Organismus, wenn eine Zelle diesen Stoff braucht, dann 
werden sie eben ein Enzym besitzen, das die oben angeschriebene Reak- 
tion in Gang bringt! Hier muf gleich mit aller Deutlichkeit gesagt werden: 
Es gibt kein solches Enzym, es kann keines geben, wie bald gezeigt werden 
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wird. Wchl gibt es ein Enzym, das die umgekehrte Reaktion veranlaft, also 
die Spaltung des Gl-6-Ph zu Glucose und Phosphorsiaure. 

Wir miissen uns, um diese Tatsache zu verstehen, mit dem Begriff der 
Freiwilligkeit eines Naturvorganges befassen, der uns nicht nur im chemi- 
schen, sondern auch im physikalischen Bereich entgegentritt: Vorgiinge, die 
nach einer bestimmten Richtung freiwillig ablaufen, kénnen in der entgegen- 
gesetzten Richtung nur durch Zufuhr von Energie erzwungen werden. Was- 
ser flie8t freiwillig nur bergab. Soll es bergauf transportiert werden, dann 
ist es notwendig, eine Pumpe einzusetzen, also Arbeit (Energie) in den Vor- 
gang hineinzustecken. Die Arbeit, die man aus dem herabflieBenden Wasser 
gewinnen kann (Wasserkraftwerk!), ist, wenn man von den Reibungsver- 
lusten absieht, genau so gro wie die Arbeit, die man aufwenden miifte, 
um das Wasser nachher wieder zur gleichen Héhe empor zu pumpen. Diese 
Uberlegungen gelten auch fiir chemische Reaktionen. Auch diese gehen 
(unter gegebenen Konzentrationsverhialtnissen) frei- 
willig nur nach einer Richtung. Nach der anderen 
Richtung kénnen sie nur durch Energiezufuhr er- 
zwungen werden. 

' Die oben genannte Reaktion verlaiuft nun in der 

Richtung der Spaltung von Glucose-6-Phosphat frei- 

willig (,,bergab*), in der Richtung der Synthese hin- 

gegen ,,bergauf“, sie mii#te hier durch Energiezufuhr 

erzwungen werden. Nun verstehen wir, warum es kein 

Enzym geben kann, das den Aufbau von Gl-6-Ph ver- | 

anlaft: Ein Enzym kann nicht Energie aus dem Nichts H,C—O—PO,H, 
erzeugen. Das wiirde dem ersten Hauptsatz der Wairme- 

lehre widersprechen. Die Funktion der Enzyme liegt Abb. 1. Glucose-6- 
vielmehr — wie bekannt — auf dem Gebiet der Katalyse. Phosphat. 

Sie haben also die Aufgabe, Reaktionen, die zwar grund- 

sitzlich freiwillig ablaufen, aber durch irgendwelche Umstiande (Molekiil- 
bau oder dgl.) gehemmt sind, in Gang zu bringen. Mit einem Vergleich lat 
sich dies etwa so ausdriicken: wenn ein Wagen auf einer geneigten Strafe 
steht, dann sollte man erwarten, daf er bergab zu rollen beginnt. Es kann 
aber sein, da% er trotzdem stehenbleibt, nimlich dann, wenn seine Achsen 
so verschmutzt und verrostet sind, da eine Drehung der Rader zu sehr 
erschwert ist. Jedermann weiff, was in einem solchen Falle zu tun ist: man 
muf die Achsen mit einem Schmiermittel behandeln, dann wird sich der 
Wagen in der erwarteten Richtung in Gang setzen. Kein verniinftiger 
Mensch aber wird erwarten, da man einen Wagen mit Hilfe eines Schmier- 
mittels dazu veranlassen kann, bergauf zu fahren. Dazu ist ein Treibstoff, 
also Energiezufuhr, nétig. Nun diirfen wir den Satz aussprechen, daf die 
Enzymedie,Schmiermittel* des Stoffwechsels sind. Seine 
Treibstoffe gehéren einer anderen Klasse von Verbindungen an. Hiervon 
soll weiter unten die Rede sein. 

Man hat zur Kennzeichnung einer freiwillig (,.bergab“) verlaufenden 
Reaktion das Wort ,exergon*“ gepragt. Im Gegensatz dazu ist eine 
~endergone Reaktion eine solche, die freiwillig nicht stattfindet, son- 
dern erst durch Energiezufuhr erzwungen werden kénnte. Diese Begriffe 
sind wohl zu unterscheiden von der Warmeténung einer chemischen Reak- 
tion. Bekanntlichh nennt man exotherm alle Reaktionen, bei denen 
Warme frei wird, endotherm diejenigen, bei denen Warme aufgenom- 
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men wird. In der Friihzeit der physikalischen Chemie war man der Mei- 
nung, da alle exothermen Reaktionen auch freiwillig ablaufen. Obwohl 
dies die Regel ist, hat man doch seither genug Beispiele fiir freiwillig ver- 
laufende Reaktionen, die unter Wirmeaufnahme vor sich gehen, kennen . 
gelernt. Man hat daher den Begriff der Freiwilligkeit von dem der Warme- 
ténung getrennt und kann nun sagen, daf{ zwar die meisten Reaktionen, 
die exergon sind, auch exotherm verlaufen, daft es aber sehr wohl auch 
exergone und endotherme Reaktionen gibt. Die wichtigste Folgerung dieses 
Kapitels sei nochmals wiederholt: Ein Enzym kann nur eine exer- 
gone Reaktion, die aus irgendeinem Grund gehemmt ist, in Gang 
bringen, nicht aber eine endergone Reaktion erzwingen, weil dazu Ener- 
giezufuhr nétig ware. 


Ill. Die ,,Treibstoffe“ des Stoffwechsels 


Im Jahre 1941 machte F. Lippmann darauf aufmerksam, daf bei eini- 
gen organischen Phosphorsdureverbindungen, z. B. solchen, die den Charak- 
ter von Saureanhydriden haben, die Bereitschaft zum Verlust eines Mole- 
kiils Phosphorsdure bedeutend gréfer ist als bei Phosphorsaéure-Estern. Es 
handelt es sich um Verbindungen vom Typ des Acetylphosphates 


fe) 
Be—c?’ ou 


\o—p. 
| SOH 
oO 


oder, um gleich auf den widchtigsten Vertreter dieser Gruppe zu kommen, 
um Verbindungen, in denen sich mehrere Molekiile Phosphorsaure aneinan- 
der hangen, wie dies z. B. bim Adenosintriphosp hat der Fall ist. 
Dieses besteht, wie die Formel (Abb. 2) zeigt, aus einem Molekiil der Purin- 
base Adenin, einem Molekiil Ribose und drei Molekiilen Phosphorsaure. Die 
Verbindung wird meist in der abgekiirzten Form ATP geschrieben. Durch 
hydrolytische Abspaltung eines Molekiiles Phosphorsiure unter dem Ein- 
flu& des Enzymes Adenosintriphosphatase entsteht daraus das Adenosin- 
diphosphat (ADP): ATP + H,O > ADP + H,PO,. 

Die Reaktion verlauft freiwillig (,.bergab“) in der angegebenen Richtung. 
Lipmann stellte nun fest, da die Bereitschaft zu dieser Reaktion (und 
iibrigens auch zur Abspaltung des zweiten Phosphatrestes) bedeutend gré- 
fer ist als die Bereitschaft zur Spaltung eines Phosphorsaure-Esters, wie 
z. B. des Glucose-6-Phosphates (vgl. S. 671). Es gibt also im Grade der Frei- 
willigkeit verschiedener Reaktionen Unterschiede, so wie etwa Wasser mit 
gréRerem oder geringerem Gefialle bergab flieBen kann. Analoge Feststel- 
lungen haben schon vor langer Zeit zur Aufstellung eines Mafes fiir die 
Triebkraft einer chemischen Reaktion gefiihrt. Man nennt dieses Ma die 
.freie Energie“ (oder, genauer, die .freie Enthalpie*“?) einer 


chemischen Reaktion und bezeichnet sie mit dem Symbol AG. (Wie das 


2 Enthalpie nennt man in der physikalischen Chemie eine Energiemenge, die 
gemessen wird, wahrend der energieliefernde Vorgang unter konstantem Druck 
ablauft, und in der also die Ausdehnungs- bzw. Kontraktionsarbeit bei der mit 
vielen Reaktionen verbundenen Volumeninderung beriicksichtigt ist. 
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Symbol A andeutet, handelt es sich eigentlich um die Differenz zwischen 
der freien Enthalpie des Anfangszustandes und der des Endzustandes.) 

AG wird in Kalorien/Mol gemessen, darf jedoch wiederum nicht etwa 
mit der Warmeténung einer Reaktion verwechselt werden,. die man mit 
dem Symbol AH bezeichnet. Der Zahlenwert von AG gibt vielmehr an, wie 
grof unter bestimmten Umstanden die Tendenz ist, da eine Reaktion in 
einer bestimmten Richtung ablauft*. Man ist dabei zu der Ubereinkunft 
gekommen, die AG-Werte fiir alle exergonen (also freiwilligen) Reaktionen 
iit negativen Vorzeichen, fiir alle endergonen Reaktionen mit positiven 
Vorzeichen anzuschreiben. 


| 
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Abb. 2. Das Adenosintriphosphat und seine Abbauprodukte. Die sogenannten 
~energiereichen Bindungen“, deren hydrolytische Spaltung mit stark negativen 
AG-Werten verlauft, pflegt man mit dem Zeichen ~ darzustellen. 


Da die AG-Werte stark von den Konzentrationen der Reaktionsteil- 
nehmer abhangen (was bei der Warmeténung AH nicht der Fall ist), so 
muf man, um vergleichbare Werte zu erhalten, die Bedingungen angeben, 
fiir welche ein bestimmter AG-Wert bestimmt oder errechnet wurde. Im 
allgemeinen pflegt man AG fiir den Fall zu berechnen, daf die Konzen- 
trationen der Anfangs- und Endprodukte gleich grof sind, d. h. fiir den 
Fall einer zur Halfte abgelaufenen Reaktion. (Die im folgenden angefiihr- 
ten Zahlenwerte von AG beziehen sich alle auf diesen Fall, und zwar in 


der Regel fiir C = 1 Mol/l.) 


AG ist in gewisser Hinsicht nur eine veranderte Ausdrucksform des Massen- 
wirkungsgesetzes. Dieses besagt ja bekanntlich, da eine chemische Reaktion so 
lange in einer bestimmten Richtung weiterlauft, bis ein Gleichgewichtszustand 


3’ Exakter ausgedriickt, bedeutet AG die maximale Arbeit, die eine Reaktion zu 
leisten imstande ist, wenn unter gegebenen Konzentrationsverhaltnissen 1 Mol um- 
gesetzt wird. Es sei noch erwahnt, da& AG mit AH verkniipft ist durch die Bezie- 
hung AG = AH—T.AS, wobei S eine Gréfe bedeutet, die man Entropie nennt und 
die ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit eines Zustandes darstellt. Beziiglich weiterer 
Einzelheiten vergleiche man die Lehrbiicher der physikalischen Chemie. 
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zwischen der mit der Zeit immer langsamer verlaufenden Hinreaktion und der 
immer rascher verlaufenden Riickreaktion erreicht ist. Dieser Gleichgewichtszu- 
stand kann, je nach der Art der Reaktion, dann erreicht sein, wenn Ausgangs- und 
Endprodukt in gleichen Konzentrationen vorliegen, er kann aber auch mehr oder 
weniger stark nach der Richtung der Endprodukte oder auch nach der Richtung der 
Ausgangsprodukte verschoben sein. Die Bezeichnungen Ausgangs- oder Endprodukt 
sind natiirlich relativ: es kommt darauf an, nach welcher Richtung man die Reak- 
tionsgleichung anschreibt. Der Zusammenhang mit AG ist leicht herzustellen: es 
wurde oben gesagt, da& man AG meist fiir den Fall angibt, da& in der Lésung 
gleich viel Ausgangs- und Endprodukt vorhanden ist. Ist das System in diesem 
Zustand im Gleichgewicht, dann ist AG = 0, d. h. das System zeigt keine Tendenz, 
nach irgendeiner Seite weiter zu reagieren. Liegt das nach dem Massenwirkungs- 
gesetz zu erwartende Gleichgewicht aber auf der Seite der Endprodukte, wie z. B. 
bei der Reaktion ATP + H,O + ADP + H,PO,, dann hat AG im oben angegebenen 
Zustand (gleich viel Anfangs- und Endprodukt) einen Zahlenwert mit negativem 
Vorzeichen (und zwar etwa — 8000 cal/Mol), d. h. die Reaktion hat die Tendenz, 
in der durch die Reaktionsgleichung angegebenen Richtung weiterzulaufen. Je 
mehr sich dadurch die Konzentrationsverhialinisse dem Gleichgewichtszusiand 
nahern, desto geringer wird die Tendenz zu noch weiterer Reaktion, um schlieB- 
lich im Zustand des Gleichgewichtes ganz zu verschwinden. Dementsprechend 
miissen wir fiir AG, das zuerst einen hohen negativen Zahlenwert hatte, immer 
niedrigere negative Zahlenwerte anschreiben, bis AG im Gleichgewicht natiir- 
lich = 0 wird. 

Schreiben wir die Gleichung verkehrt an, also in der Form: ADP + H;PO, 
+ ATP + H,O, so aéndern wir dadurch an der Natur der Dinge nichts. Das System 
hat weiterhin die Neigung, sich dem Zustand zu néhern, in dem viel ADP + H,PO, 
und wenig ATP + H;O vorliegt. Da wir aber nun ADP und H,;PO, formal zu den 
Ausgangsprodukten der Reaktion ernannt haben, so miissen wir sagen, da das 
Gleichgewicht nun auf der Seite der Ausgangsprodukte liegt. Zu ihrer Bildung hin 
ginge also die Reaktion ,,bergab“, nach der anderen Seite, die wir in unserer neuen 
Gleichung durch den Pfeil angegeben haben, geht sie ..bergauf*. Sie kénnte so nur 
durch Energiezufuhr erzwungen werden. AG hat daher einen positiven Zahlenwert, 
und zwar fiir den Fall, daf® gleich viel Ausgangs- und Endprodukt vorhanden ist. 
den Wert von + 8000 cal/Mol. Wenn wir einen solchen Wert von AG sehen, dann 
wissen wir nun, daf die Reaktion nicht freiwillig nach der angegebenen Richtung 
verlaufen kann, wohl aber mit der Triebkraft — 8000 cal/Mol nach der entgegen- 
gesetzten Richtung. 


Es wird im folgenden deutlich werden, daf dieses ganze Begriffssystem, das 
zunachst wie eine sophistische Spielerei anmutet, eine grofe praktische Bedeutung 
fiir das Verstandnis des Energiewechsels der Zelle hat. Wir miissen uns aber bei 
seiner Beniitzung stets vor Augen halten, daB vieles davon auf Ubereinkunft be- 
ruht und daf wir hier nicht die Ursachen fiir die beschriebenen Geschehnisse vor 
uns haben, sondern Mafzahlen fiir Begriffe, die wir aus der Natur abstrahiert 
haben. Wer sich iiber dieses Gebiet naher zu informieren wiinscht, findet recht 
brauchbare knappe Darstellungen bei Haurowitz (1959) und Klotz (1957), 
eine ausfiihrliche Behandlung bei N etter (1959) und in den Lehrbiichern der phy- 
sikalischen Chemie. 


Wir kénnen nun versuchen, etwas tiefer einzudringen in das Verstandnis 
der Verbindungen, die wir vorhin ,,Treibstoffe des Stoffwechsels* genannt 
haben. Wir schreiben nochmals die Reaktion an: 
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ATP +H,O -ADP + H,PO, 
AG = etwa — 8000 cal/Mol*) 


Die Reaktion ist also stark exergon (und exotherm, AH = — 4800 cal/Mol). 
Die Tendenz zu einem Ablauf in der angegebenen Richtung ist also sehr 
grok, die Gleichgewichtskonzentration an unzersetztem ATP ist nach Be- 
endigung der Reaktion unmefbar klein. Die eingangs erwahnte Reaktion 
Glucose-6-Phosphat + H,O~> Glucose + H,PO, geht nicht so stark ,,bergab*. 
AG betragt (fiir i-molare Liésung) — 3000 cal/Mol. Da bei vielen Stoffwech- 
_ selvorgingen, z. B. bei der alkoholischen Girung, das Glucose-6-Phosphat 
eine bedeutsame Rolle spielt. so muff es in den betreffenden Zellen eine 
Moglichkeit zu seiner Synthese geben. Nun sind wir aber schon weiter oben 
auf die Tatsache gestoffen, daf kein Enzym die ziemlich stark endergone 
Reaktion Glucose + Phosphat + Glucose-6-Phosphat + H,O (AG = + 3000 
cal/Mol) zu erzwingen vermag, weil ein Katalysator nicht Energie produ- 
zieren kann. Der Schliissel zur Lésung dieses Problems liegt bei der Még- 
lichkeit einer sogenannten ,energetischen Koppelung*™. Das heift, 
formal gesprochen: die Zelle kann eine endergone Reaktion dadurch in Gang 
bringen, daf sie sie mit einer gleichzeitig ablaufenden exergonen Reaktion 
koppelt. In bildlicher Form ausgedriickt, entsprache dieser Vorgang etwa 
dem Betrieb der sogenannten Standseilbahnen, bei denen ein Wagen mittels 
eines Seiles, das in der Bergstation iiber eine Rolle lauft, durch das Gewicht 
eines talwarts fahrenden Wagens hochgezogen wird. In chemischen Glei- 
chungen ausgedriickt, wiirde die Synthese von Glucose-6-Phosphat so aus- 
sehen: 


ATP + H,O + ADP+ Phosphat AG =—8000 
Glucose + Phosphat ——+> Gluc.-6-Ph.+H,O AG = +3000 





Summe: Glucose + ATP ——— Gluc.-6-Ph. + ADP AG = —5000 


Die Gesamtreaktion ist also exergon, sie fiihrt ,bergab“. Diese Reaktion 
kann also von einem Enzym katalysiert werden und tatsachlich findet so die 
Biosynthese von Glucose-6-Phosphat statt. Das Enzym, das auf diese 
Reaktion spezialisiert ist, hei&t Hexokinase. Es spielt bei der alkoholischen 
Girung eine grofe Rolle und wurde auch schon kristallisiert dargestellt. 
(Vel. Haehn 1952, Baldwin 1957, Lehnartz 1959.) 

Die oben in chemischen Gleichungen dargestellte ,energetische Koppe- 
lung* ist allerdings nur ein formales Schema. Tatsachlich laufen nicht der 
Zerfall von ATP und die Synthese von Gl.-6-Ph. nebeneinander her, son- 
dern die Reaktion vollzieht sich nach der Summengleichung, d. h. der Phos- 
phatrest geht vom ATP direkt auf die Glucose iiber. Wenn namlich ein 
Phosphatmolekiil, das bei der Spaltung von ATP entsteht, sich frei in der 
Lésung befindet, dann unterscheidet es sich in nichts von jedem beliebigen 
anderen Phosphatmolekiil und ist also auch zu keiner Reaktion mit Glucose 
befahigt. Die bei der ATP-Spaltung auftretende Energie wird in diesem 
Falle in Form von Warme frei und geht verloren. Fiir den direkten Uber- 
gang des Phosphatrestes von ATP auf Glucose ist die Anwesenheit eines 
Molekiils des Enzyms Hexokinase notwendig. Die katalytische Wirkung 


4 Die angefiihrten thermodynamischen Daten sind, wenn nicht anders vermerkt, 
aus den zusammenfassenden Darstellungen von Haurowitz (1959) und Holzer 
(1956) entnommen oder nach dort angegebenen Daten umgerechnet worden. 
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der verschiedenen Enzyme beruht darauf, daff die Enzymmolekiile jeweils 
befahigt sind, die bei der betreffenden Reaktion beteiligten Molekiile kurz- 
fristig an sich zu binden. Dabei werden die Reaktionspartner infolge der 
spezifischen Eigenschaften des Enzymmolekiils in eine besonders giinstige 
raumliche Lage zueinander gebracht, die die Verlagerung von Bindungen 
oder den Ubergang von Atomgruppen von einem Reaktionspartner auf den 
anderen erleichtert. Abb. 3 soll grob schematisch andeuten, wie der Uber- 
gang des Phosphates von ATP auf Glucose wahrend der Bindung der Reak- 
tionspartner an das Enzymmolekiil stattfinden kénnte, ohne daf das Phos- 
phat dabei frei wird. 

Der Zellstoffwechsel umgeht also eine endergone Reaktion dadurch, da 
er einen Reaktionspartner (in diesem Falle das Phosphat) vorher auf ein 
héheres Niveau hebt und als sogenanntes ,energiereiches Phos- 
p hat* in Form von ATP in die Reaktion einfiihrt. Dadurch wird die ur- 

spriinglich endergone Reak- 

tion in eine exergone ver- 

a ee wandelt, die von einem Enzym 

ADP ~Ph+ bluc.+ cad AbP~fh Gue| in Gang gebracht werden kann. 

Die Enzyme und die energie- 

| reichen Verbindungen sind die 

wichtigsten Hilfsmittel des 

_, Pee Stoffwechsels. Als energierei- 

=— AbP Ph-bwe.\ che Phosphatverbindung steht 

das ATP nicht allein da. Es 

hat eine ganze Reihe von Ver- 

wandten, die auf Abb. 4 dar- 

gestellt sind und sich nur 

durch die Purin- bzw. Pyri- 

midinbasen voneinander un- 

terscheiden. Sie haben alle 

spezifische Funktionen im Stoffwechsel, aber das ATP ist die weitaus 
wichtigste dieser Verbindungen. 


ADP+bluc-6-Ph+ 


Abb. 3. Méglicher Reaktionsmechanismus fiir 
die Phosphorylierung der Glucose. Ph = 
Phosphat, ADP ~ Ph = Adenosintriphosphat. 
Der Buchstabe E mit den dachférmigen 
Linien soll das Enzym-Molekiil symbolisieren. 


IV. Die Produktion von energiereichen Verbindungen 


Dem Leser wird nicht verborgen geblieben sein, da die Frage nach der 
Art des Zustandekommens endergoner Reaktionen in der Zelle mit den bis- 
herigen Ausfiihrungen nur um einen Schritt hinausgeschoben, aber nicht 
endgiiltig beantwortet ist. Die ,,.Phosphorylierung* der Glucose und viele 
andere ahnliche Reaktionen werden dadurch in Gang gebracht, dafi energie- 
reiches Phosphat eingesetzt wird. Wie entsteht aber dieses energiereiche 
Phosphat in der Zelle? Wir kénnen heute darauf eine eindeutige Antwort 
geben: Die Produktion von energiereichen Verbindun- 
gen ist die eigentliche Funktion der Atmung und der 
Garung. 

Es gibt innerhalb der langen Reaktionskette dieser Abbauvorgange eine 
Reihe von Einzelschritten, die so stark exergon sind, daft sie mit der Syn- 
these von ATP aus ADP und Phosphat .,gekoppelt“ werden kénnen. Eine 
dieser Reaktionen z. B. ist die Dehydrogenierung von Glycerinaldehyd zu 
Glycerinsaure, ein wichtiger Schritt beim Abbau der Kohlehydrate. Will 
man die beiden ,gekoppelten* Reaktionen formal voneinander getrennt 
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aufschreiben, so miissen die Gleichungen so aussehen (die genannten Ver- 
bindungen reagieren bekanntlich in phosphorylierter Form): 


CHO COOH 


| | 
CHOH + H,O + CHOH + H, (an Coenzym | gebunden) 


| | 
CH,O — PO,H, CH,O — PO,H, 
ADP + H,PO, ——> ATP + H,O 


Summe: 3-Phospho-Glycerinaldehyd + ADP +H,PO, 
——-» 3-Phospho-Glycerinsiure + ATP + H, 





In Wirklichkeit sind die beiden Reaktionen innig miteinander verwoben 
und finden wahrend der Bindung an Enzymmolekiile statt, analog dem in 
Abb. 3 dargestellten Vorgang. Die gesamte Reaktion bendtigt 2 verschiedene 
Enzyme und ein Coenzym (zur Aufnahme des Wasserstoffes). Zuniachst 
wird, gleichzeitig mit dem Entzug des Wasserstoffes, das Phosphat an die 
dabei neu entstehende COOH-Gruppe gebunden und dann durch das zweite 
Enzym von dort auf das ADP iibertragen. (Beziiglich der Einzelheiten des 
Reaktionsmechanismus vgl. z.B. Dixon und Webb 1958, S.586.) Ohne 
die ,.Koppelung* mit der ATP-Synthese ware die Dehydrogenierung von 
Glycerinaldehyd stark exergon (AG etwa — 11.000 cal/Mol). Bei gleich- 
zeitig ablaufender ATP-Synthese (AG etwa + 8000) verlauft sie immer 
noch exergon (AG = — 3000), so daft ihr fliissiger Ablauf gesichert ist. 

Auf ahnliche Weise wird auch bei anderen Teilschritten der Atmung 
energiereiches Phosphat gewonnen, so vor allem bei der Oxydation des 
Wasserstoffes, der bei den verschiedenen Dehydrogenierungsreaktionen den 
Substraten entzogen und iiber eine Reihe von Coenzymen und Enzymen 
dem Sauerstoff der Luft entgegengefiihrt wird. Der Mechanismus dieser 
ATP-Synthese ist allerdings noch nicht ganz geklart. Man kann aber nach 
den experimeniellen Ergebnissen schlieBen, da bei der vollstandigen Oxy- 
dation eines Molekiils Glucose etwa 38 Molekiile ATP aus ADP und Phos- 
phat produziert werden. Der eigentliche Energiegewinn bei der Atmung 
ist also dieses ATP, das der Zelle dann fiir ihre Aufbaureaktionen zur Ver- 
fiigung steht. Das ATP und seine Verwandten treten an zahlreichen Stellen 
des Stoffwechsels in Aktion. Besonders wichtig ist ihre Beteiligung bei der 
Synthese der Makromolekiile, die im nachsten Abschnitt besprochen werden 
soll. 

Die Gleichung fiir die Atmung kann nun in richtiger Form angeschrie- 
ben werden: 


C,H,.0, + 60, + 38 ADP + 38 H,PO,-6 CO, + 6H,O +38 ATP 


Die analoge Gleichung fiir die alkoholische Garung lautet: 
C.H,.0, +2 ADP + 2H,PO, +2 CO, + 2C,H,OH + 2 ATP 


Aus diesen Gleichungen lat sich ablesen, welchen Gewinn die Zelle von 
den genannten Vorgiangen hat. Es wird also ein gewisser Anteil der beim 
Kohlehydrat-Abbau umgesetzten Energie in Form energiereicher Verbindun- 
gen abgefangen. Der Rest wird in Form von Warme frei und geht durch 
Ableitung an die Umwelt verloren. 
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V. Die Bedeutung der energiereichen Phosphatverbindungen fiir die 
Synthese der Makromolekiile 


Ein charakteristisches Merkmal aller Lebewesen ist die Beteiligung von 
Makromolekiilen am Aufbau ihrer Zellen. Nucleinséuren und Proteine 
fehlen keiner Zelle, Polysaccharide sind weitverbreitet. Uber die chemische 
Konstitution dieser Verbindungen wissen wir bereits manches, die Wege 
ihres Aufbaues waren lange Zeit hindurch in Dunkel gehiillt. Wohl schien 
es schon vor Jahrzehniten klar, daf sie durch Zusammenfiigung ihrer Bau- 
steine, der Nucleotide, der Aminosauren, der Monosaccharide, entstehen 
mii®ten, aber es war nicht méglich, aus der Zelle Enzyme zu isolieren, die 
einen solchen Aufbau auch in vitro durchfiihren. Wohl kannte man schon 
seit dem vorigen Jahrhundert Enzyme, die Makromolekiile abzubauen ver- 
mégen: die eiweiffspaltenden Verdauungsfermente wie Pepsin und Trypsin 
oder die starkespaltende Amylase (,,Diastase“) des Malzes. Trotz eifrigen 
Suchens gelang es aber nicht, Enzyme zu finden, die in einigermafen be- 
friedigender Ausbeute die umgekehrien Reaktionen katalysieren. Erst die 
physikochemische Betrachtungsweise brachte eine Klarung des Sachverhal- 
tes: Die hydrolytische Spaltung der Makromolekiile ist (in wiasseriger Lé- 
sung) stets exergon, die direkte Synthese aus den Bausteinen daher end- 
ergon. Es kann daher kein Enzym geben, das die direkte Aufbaureaktion 
katalysiert. Der Syntheseweg in der Zelle verlauft iiber einen Umweg. Die 
folgenden Beispiele sollen einige dieser Wege sichtbar machen. 


. Die Synthese der Di- und Polysaccharide 


Der erste Schritt zur Synthese der Starke ist, wenigstens formal, der Zu- 
sammentritt von 2 Molekiilen Glucose zu einem Molekiil Maltose. 


Glucose + Glucose + Maltose + H,O 


AG = + 4000 cal/Mol (wenn alle Konzentrationen = 1 Mol in wasseriger 
Lésung, pH — 7). Die Reaktion ist also endergon (die umgekehrte Reaktion 
daher exergon und enzymatisch durchfiihrbar). Wer mit dem Massenwir- 
kungsgesetz vertraut ist, wird leicht einen Weg angeben kénnen, auf dem es 
(theoretisch) méglich sein miifte, die Reaktion trotzdem von links nach 
rechts ablaufen zu lassen: es ware nur notwendig, das Wasser als Lésungs- 
mittel auszuschalten bzw. das bei der Reaktion entstehende Wasser zu ent- 
fernen. Tatsichlich werden ja in der chemischen Industrie viele hochpoly- 
mere Verbindungen, die unter Wasseraustritt entstehen (wie etwa die Bake- 
lite), durch Erhitzen ihrer Bausteine iiber den Siedepunkt des Wassers her- 
gestellt. Andere ahnliche Reaktionen werden durch Zusatz wasserentziehen- 
der Mittel in Gang gebracht. Alle diese Wege sind der lebenden Zelle ver- 
wehrt. 

Es wurde schon friiher gesagt, da im biochemischen Geschehen eine 
endergone Reaktion dadurch umgangen wird, daf einer der beiden Reak- 
tionspartner vorher auf ein hdheres energetisches Niveau gebracht wird. 
Im Falle der Synthese von Maltose und Starke geschieht dies in der Weise, 
daB ein Glucosemolekiil mit einem Phosphatrest beladen wird. Eine solche 
»Beladungsreaktion“ wurde bereits beschrieben: Glucose + ATP > Glucose- 
6-Phosphat + ADP. Nun geht die Starkesynthese nicht vom Glucose-6- 
Phosphat aus, sondern vom Glucose-1-Phosphat, das den Phosphatrest an 
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einer anderen Stelle seines Molekiiles tragt (Abb. 3). Die beiden Verbin- 
dungen kénnen aber durch ein Enzym ineinander umgewandelt werden: 


Gl-6-Ph 2GI-1-Ph. 


Geht nun die Synthese der Maltose von Glucose-i-Phosphat aus, so da 
beim ZusammenschluB nicht ein Molekiil Wasser, sondern ein Molekiil Phos- 
phat frei wird, dann ist die Reaktion exergon: 


Gl-1-Ph + Glucose > Maltose + H,PO, 


AG =—800cal/Mol (unter den obengenannten Bedingungen). Ahnlich 
liegen die energetischen Verhialtnisse fiir die weitere Anfiigung von Gl-1-Ph- 
Molekiilen zu Starke bzw. Glykogen5. Die Reaktionen 

/O—PO;H, verlaufen, nicht sehr stark, aber doch, ,,bergab“, so 
a daf sie bei einigermafen giinstiger Nachlieferung von 

| | Glucose-1-Phosphat fliissig ablaufen kénnen. Dadurch, 

daf diese Reaktionen nur ,,ganz flach bergab“ laufen, 
HO-C-—H 0 kénnen sie, bei einer Verschiebung der Konzentra- 
| tionsverhiltnisse, auch leicht umgekehrt werden (AG 

ss Ma indert sich ja mit der Konzentration, vgl. S. 674). So 
H-C¢ z. B. geschieht die Mobilisierung des Glykogens bei 
l der tierischen Muskelarbeit nicht durch Hydrolyse, 
H,C—OH sondern durch ,,Phosphorolyse*: 


Abb. 5. Glucose-1- (C,H,.0;), + H,PO, + CHOv.-: + Gl-1-Ph 
Phosphat. 


I 
H—C—OH 
| 


Die Enzyme, die diese Spaltung katalysieren, heifen 

Phosphorylasen. Die gleichen Enzyme kénnen (bei anderen Konzentrations- 
verhaltnissen) die Synthese in Gang bringen. 

Stellen wir nun noch die Reaktionen, die zur Synthese eines Molekiils 

Maltose aus 2 Molekiilen Glucose notwendig sind, iibersichtlich zusammen: 


Glucose + ATP ——+ G]-6-Ph + ADP 
Gl-6-Ph —-> Gl-1-Ph 
Gl-1-Ph + Glucose ——~ Maltose + H,PO, 


Summe: 2 Glucose + ATP ——~+ Maltose + ADP + H,PO, 





Man kénnte also bei formaler Betrachtung der Summengleichung sagen: 
die endergone Synthese von Maltose aus Glucose wird dadurch erzwungen, 
daf sie mit dem (exergonen) Zerfall von einem Molekiil ATP in ADP und 
H,PO, .gekoppelt“ wird. Eine analoge Rolle spielen das ATP und seine 
Verwandten bei fast allen Synthesevorgangen in der lebenden Zelle. 


Als Spezialfall sei noch der Aufbau von Saccharose (Rohr- oder Riiben- 


5 Es sei erwadhnt, daf nach den experimentellen Befunden (vgl. Bald win 1957, 
S.88) die Starkesynthese in der lebenden Zelle sowie auch im enzymatischen Mo- 
dellversuch nur dann in Gang kommt, wenn zumindest kleine Bruchstiicke von 
Starkemolekiilen bereits vorher vorhanden sind. An diese werden dann weitere 
Glucose-Einheiten angefiigt. In der vorliegenden Darstellung wurde jedoch die 
Synthese von Maltose aus Glucose der Ubersichtlichkeit wegen in den Vorder- 
grund gestellt. 
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zucker) aus Glucose und Fructose erwahnt. Hier liegen die energetischen 
Verhaltnisse bei der direkten Reaktion besonders ungiinstig: 


Glucose + Fructose> Saccharose + H,O 
AG = etwa + 6500 cal/Mol (wenn alle Konzentrationen = 1 Mol und pH = 7) 


Diese sehr ungiinstige energetische Situation hat die Folge, da die 
Reaktion auch dann, wenn man vom Glucose-1-Phosphat ausgeht, noch 
immer ,bergauf“ geht, wenn auch nicht so steil wie beim direktem Ver- 


lauf: 


Glucose-1-Phosphat + Fructose + Saccharose + H,PO, 
AG = + 1770 cal/Mol (unter den obigen Bedingungen). 


Auch auf diese Weise kénnen sich also noch keine nennenswerten Mengen 
von Saccharose bilden. In der Zelle muf fiir die Bildung dieses Zuckers da- 
her ein noch gréBerer Umweg eingeschlagen werden: die Glucose wird nicht 
mit einem Phosphatrest, sondern mit einer viel gréeren Gruppe ,,beladen“, 
nimlich mit dem Rest des Uridin-Diphosphates (vgl. Abb. 4). Die entste- 
hende Verbindung heifit Uridin-Diphosphat-Glucose (UDPG) und hat die 
auf Abb. 6 wiedergegebene Konstitution. 


OH 


Abb. 6. Uridindiphosphat-Glucose (UDPG). 


Von dieser UDPG aus geht nun die Saccharose-Synthese ,,bergab*: 


UDPG + Fructose + Saccharose + UDP 
AG = etwa — 1000 cal/Mol (Bedingungen wie oben). 


So wird, nach neueren Versuchsergebnissen, die Saccharose in der Pflanze 
tatsiichlich hergestellt (Cardini, Leloir und Chiriboga 1955), Dabei 
ist zu bedenken, daft der Aufbau von UDPG eine ganze Reihe von Einzel- 
reaktionen erfordert, die (je Mol. Glucose) insgesamt 2 Mol ATP verbrau- 
chen (vgl. Bald win 1957, S. 86). Wir sehen also, daf die Kniipfung einer 
energetisch besonders ungiinstigen Bindung, wie etwa die Vereinigung von 
Glucose und Fructose, 2 Molekiile ATP erfordern kann. 


Protoplasma, Bd. LII/4 45 
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2. Die Synthese der Proteine 


Hier steht die Sache noch schlimmer als bei den Kohlehydraten. Die 
Grundreaktion, die (rein formal) zum Protein fiihrt, ist die Vereinigung 
von Aminosiuren zu Peptiden. Wir besitzen thermodynamische Daten z. B. 
fiir die folgende Reaktion: 


Leucin + Glycin + Leucyl-Glycin + H,O 


AG = +7520 cal/Mol, AH = + 5400 cal/Mol (Borsook und Huffmann 

1938). Die Werte fiir andere Aminosiéuren diirften in der gleichen GréBen- 

ordnung liegen. Diese Reaktionen sind also so stark endergon, da wir mit 
Sicherheit sagen kénnen: auf diese 
Weise kann kein Eiweif gebildet 
werden. 

Es ist zu erwarten, da? im Zell- 
stoffwechsel auch hier ein Umweg 
iiber ein aktiviertes Zwischenpro- 
dukt eingeschlagen wird. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Die Aktivierung der Aminosiduren bei der Proteinsynthese. (Nach H oa g- 
land 1959.) 


Abb. 8. Schema zur Makromolekiilsynthese. 


Neue amerikanische Untersuchungen (Hoagland 1960) zeigten, daf 
auch hier die energiereichen Phosphatverbindungen eine Rolle spielen. Es 
wurde schon oben bei der Synthese der Saccharose darauf aufmerksam 
gemacht, daf zur Kniipfung von energetisch besonders ungiinstigen Bindun- 
gen 2 Molekiile energiereiches Phosphat pro Bindung ndétig sein kénnen. 
Ahnlich liegen die Dinge auch hier. Wir kénnen auf Grund der genannten 
Arbeiten heute mit einiger Wahrscheinlichkeit sagen, daf zur Kniipfung 
einer Peptidbindung 1 Molekiil Adenosintriphosphat (ATP) und 1 Molekiil 
Guanosintriphosphat (GTP) nétig sind. Die erste Reaktion ist, wie zu er- 
warten war, auch hier eine Beladungsreaktion, bei der ein Aminosdure- 
molekiil mit dem Rest des Adenosinmonophosphates verbunden wird 
(Abb. 7). Der weitere Verlauf ist noch nicht geklart. Er ist aber jedenfalls 
dadurch kompliziert, daf es hier nicht wie bei den einfacheren Polysaccha- 
riden geniigt, die Bausteine einfach aneinanderzureihen. Vielmehr hangt 
die Eigenart und die biologische Wirksamkeit der einzelnen Proteine ja 
wesentlich sowohl von der Reihenfolge der verschiedenen Aminosauren in 
der Polypeptidkette ab als auch von der endgiiltigen Gestalt des Protein- 
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molekiils, die sich durch Faltung oder Schraubung dieser Polypeptidkette 
ergibt. Bekannt ist, da man den Nucleinsaéuren eine entscheidende Rolle 
bei dieser Phase der Proteinsynthese zuschreibt. Das ganze Gebiet wird 
gegenwartig intensiv bearbeitet. Wir wissen bis jetzt gerade genug davon, 
um zu begreifen, daft die Sache bei weitem komplizierter ist als man sie sich 
noch vor kurzer Zeit vorstellte. (Beziiglich neuester Ergebnisse auf diesem 
Gebiet vgl. Hoagland 1960 sowie Stephenson, Hecht, Little- 
field, Loftfield und Zamecnik 1959.) 

Wir sehen also, wenn wir diesen ganzen Abschnitt noch einmal riick- 
schauend iiberblicken, daf die Wege zur Biosynthese der verschiedenen 
Makromolekiile prinzipiell ahnlich sind. Stets ist dieyenige Synthesereak- 
tion, die von den direkten Spaltprodukten der betreffenden Makromolekiile 
ausgeht, endergon. Die Synthese in der Zelle muf daher iiber einen Umweg 
gefiihrt werden: die Bausteine werden durch .Beladung* mit einer von 
Fall zu Fall wechselnden Gruppe aktiviert. Von diesen aktivierten Zwischen- 
produkten aus verliuft dann die Synthesereaktion exergon, wobei die 
»Beladungsgruppe~ wieder abgespalten wird (Abb. 8). 

Soistalsodie Synthese der fiir die Zelle lebenswich- 
tigen Makromolekiile untrennbar verkniipft mit den 
energiereichen Verbindungen, die bei der Atmung er- 
zeugt werden. Nun ist auch verstandlich, warum Makromolekiilsynthe- 
sen so schwer in vitro zu erhalten sind: es handelt sich ja um endergone, 
energieverbrauchende Vorgange, die nur dann in befriedigender Weise ab- 
laufen, wenn sie mit den energieliefernden Vorgangen der Atmung (oder 
Garung) gekoppelt werden. Man kann allerdings die energiereichen Ver- 
bindungen (z. B. ATP) bzw. die aktivierten Zwischenprodukte auch aus 
Zell-Homogenaten extrahieren und ist dann in gewissen Fallen, wenn man 
iiber die entsprechenden Enzympraparate verfiigt, imstande, einzelne Teil- 
schritte der Biosynthese auch in vitro zu beobachten. 


VI. Der Kreislauf der makromolekularen Verbindungen 


Mit der Synthese der Makromolekiile kénnte der Aufbau des Zellenleibes 
fiir abgeschlossen gelten. Dem widerspricht die Erfahrung, daf eine Zelle 
nicht nur wahrend des Wachstums, sondern auch in ausgewachsenem Zu- 
stand einen Stoffwechsel unterhalt, Stoffe aufnimmt und abgibt. Die Zelle 
ist nicht wie ein Haus, das, einmal aufgebaut, in diesem Zustand langere 
Zeit stehenbleibt. Das Charakteristischhe am Lebendigen liegt ja nicht in 
dem kunstvollen Bau der Zellen und Organismen, der freilich auch bewun- 
dernswert und unnachahmlich ist, sondern vielmehr in der Dynamik, die 
ihnen innewohnt. 

Dies hat alte arztliche Weisheit offenbar schon seit langem gefiihlsmafig 
erfaft und fiir den menschlichen Organismus den Satz geprigt, daf der 
Korper nicht der gleiche bleibe, sondern durch dauernden Abbau und Wie- 
deraufbau in einem 7jahrigen Zyklus erneuert werde. Wissenschaftlich 
untersuchbar wurde diese Eigenart des Lebens erst, als Isotope der natiir- 
lichen Elemente in ausreichenden Mengen zur Verfiigung standen. Als erstes 
solches Element wurde etwa um die Mitte der Dreiffigerjahre das Deuterium 
(der ,schwere Wasserstoff*) fiir die Wissenschaft verfiigbar. Nicht lange 
danach (1941) erschien dann auch das Buch von Schénheimer: The 
dynamic state of body constituents. Durch diese und zahlreiche weitere Un- 
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tersuchungen (vgl. Haurowitz 1959, S. 233 ff.) wurde der oben erwahnte 
gefiihlsmaRig ausgesprochene Satz auf breiter experimenteller Grundlage 
bestatigt. 

Die meisten dieser Untersuchungen wurden an Tieren und am Menschen 
durchgefiihrt: Proteine, die mit radioaktiven Isotopen markiert sind, 
werden in die Blutbahn gespritzt. Man verfolgt dann die Konzentrations- 
veranderungen dieser Proteine im Blutplasma und in den Geweben. Ahn- 
liche Untersuchungen wurden auch mit anderen Stoffen gemacht. Die Er- 
gebnisse weisen alle in die gleiche Richtung und sagen uns Folgendes: ob- 
wohl der Kérper eines ausgewachsenen Organismus oder eine ebensolche 
Zelle ihre durchschnittliche Zusammensetzung, also ihren Gehalt an Pro- 
teinen, Lipoiden, Kohlehydraten usw., im Laufe der Zeit nicht wesentlich 
aindern, gehen doch fortwihrend tiefgreifende Umsetzungen vor sich. Es 
sind zwar von diesen Substanzen nach Ablauf einer gewissen Zeit etwa gleich 
viele Molekiile vorhanden wie vorher, aber nicht die gleichen Molekiile. 
Dauernd finden Abbau-, Umbau- und Aufbauvorginge nebeneinander statt. 
Wir haben Grund zu der Vermutung, dafi diese Vorginge in jeder einzel- 
nen Zelle vor sich gehen. Es wird da natiirlich Abstufungen in der Intensi- 
tat geben: in physiologisch besonders aktiven Zellen wird sich dieser Umbau 
rascher vollziehen als in den ruhenden. Auch werden nicht alle Teile 
einer Zelle in gleichem Mafe von solchen Vorgingen erfaft sein. Bei der 
Pflanzenzelle z. B. wird die Zellwand wohl am wenigsten an ihnen teilneh- 
men, die in der Vakuole enthaltenen Stoffe schon in héherem Mae, am 
meisten natiirlich die Bestandteile des Protoplasmas. 

Versuchen wir nun an Hand eines Beispieles uns itiber das Wesentliche an 
diesen Vorgangen klar zu werden. Von besonderer Bedeutung scheinen die 
beschriebenen Umbauvorgiinge (im Englischen .,turnover* genannt) im Stoff- 
wechsel der Proteine zu sein. Damit sie ablaufen kénnen, mu eine Zelle 
einerseits proteinspaltende Enzyme (Proteinasen) enthalten, anderseits das 
System des Proteinaufbaues. Abbau und Aufbau gehen dann (in der aus- 
gewachsenen Zelle) mit etwa gleicher Geschwindigkeit nebeneinander vor 
sich. Dies hat zur Folge, da einerseits eine bestimmte, gleichbleibende Kon- 
zentration an Protein (vor allem wohl Enzym-Protein) vorhanden ist, ander- 
seits eine gewisse stationire Konzentration, ein Reservoir (engl. .,pool*) 
an Aminosduren, aus dem einerseits die Proteinsynthese schépfen kann 
und das anderseits mit den Vorgangen der Aminosauresynthese in Verbin- 
dung steht. Es handelt sich also um einen Gleichgewichtszustand. Nun gibt 
es verschiedene Arten von Gleichgewichten: wir kénnen einen Zustand, der 
demjenigen in der Zelle in einer Hinsicht ahnelt, dadurch erreichen, daf 
wir in einer Eprouvette eine Lésung von Protein mit einer Lésung von 
Aminosauren mischen. In diesem Falle haben wir es auch mit gleichblei- 
benden Konzentrationen an diesen beiden Typen von Verbindungen zu 
tun. Der Unterschied gegeniiber der lebenden Zelle ist klar: es laufen hier 
keine Reaktionen ab. Es handelt sich um ein statisches Gleichge- 
wicht. In der Zelle jedoch wird die gleichbleibende Konzentration dadurch 
erreicht, daf die Aufbau- und Abbauvorginge gleich schnell ablaufen. Wiirde 
nichts weiter als dies geschehen, so hatten wir den vorliegenden Zustand 
ein dynamisches Gleichgewicht zu nennen und das System, 
in dem er zustande kommt, ein geschlossenes System. Es wiirde ja 
keine Zufuhr oder Abgabe von Substanz stattfinden, sondern die beim Ab- 
hau entstehenden Bausteine wiirden wieder beim Aufbau eingesetzt werden. 
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Wir wissen, daf dies in der lebenden Zelle nicht der Fall ist, einerseits in 
substantieller Hinsicht: der Aminosaure-,,Pool* steht ja nicht nur mit dem 
Proteinabbau und -aufbau in Verbindung, sondern einerseits mit den Reak- 
tionsketten der Aminosduresynthese, anderseits mit zahlreichen anderen 
chemischen Vorgingen, die von den Aminosauren ausgehen. Es wird also vor- 
kommen, da Aminosiuremolekiile aus dem Synthesestoffwechsel neu an 
den Proteinaufbau abgegeben werden, anderseits werden Aminosauremole- 
kiile, die durch Proteinabbau entstehen, auch anderen Reaktionen (etwa 
dem Aufbau von Alkaloiden oder dgl.) zugefiihrt werden. Wir haben es 
also nicht mit einem geschlossenen, sondern mit einem offenenSystem 
zu tun. Besonders deutlich wird dies aber, wenn man die energetische Seite 
der Sache betrachtet. Die Spaltung der Proteine zu Aminosiuren ist ein 
Hydrolyseprozef, der nach S. 682 exergon (,,bergab“) und exotherm, d. h. 


Kohlehyara, aktiviertes 
Fett Lmischenorodukt 
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Makro- 
(Licht) 


Mmoleki! 








ph pt0sy ese 
BeladungsreakHion 








; Lnergie 
CG, +10 Baustein (Warme) 
Abb. 9. Schematische Darstellung des Zusammenhanges zwischen den energieliefern- 
den Stoffwechselvorgingen und der Makromolekiilsynthese. 


unter Wiairmeabgabe, verlauft. Zum Aufbau der Proteine ist hingegen eine 
Zufuhr von Energie in Form von energiereichen Verbindungen (ATP) ndétig. 
Wenn nun diese beiden Vorgainge dauernd nebeneinander ablaufen, dann 
ist auch eine dauernde Energiezufuhr von der Atmung her nétig und es 
findet eine dauernde Abgabe von Energie in der entwerteten, fiir das Leben 
nicht mehr brauchbaren Form der Warme statt. Das nachstehende Schema 
(Abb. 9), eine Erweiterung der Abb. 8, soll dies deutlich machen. Das 
System des Proteinstoffwechsels ist also ein Gleichgewicht, das sich nicht 
selbst geniigt, sondern sich gegen einen dauernden Durchflu& von Materie 
und Energie aufrecht erhalt bzw. diesen Durchflu& braucht, um bestehen 
zu kénnen. Ein solches System hat Bertalanffy (1942) ein Flie R- 
gleichgewicht genannt. Solchen FlieRgleichgewichten begegnet man 
nun im biologischen Geschehen sehr haufig, ja eine ganze Zelle, ein ganzer 
Organismus ist eigentlich ein grofes und sehr komplexes Fliefgleichge- 
wicht. Abb. 9 zeigt z. B., wie die Energie durch eine Zelle einer autotrophen 
Pflanze hindurchflieBt: die einstrahlende Lichtenergie wird zuniachst in 
endergonen Reaktionen in die chemische Energie der Assimilate verwandelt, 
dann im Laufe der Atmung zu energiereichen Verbindungen umgesetzt °, 
welche zur Synthese der Makromolekiile verbraucht werden. Schlieflich 


6 Energiereiche Phosphatverbindungen, besonders ATP, kénnen iibrigens auch 
direkt bei der Photosynthese gebildet werden. 
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wird die Energie bei der Hydrolyse der Makromolekiile in der ,,entwerte- 
ten“ Form der Wiarme wieder frei. 

Wenn auch ein solcher Aufbau des Makromolekiilstoffwechsels aus Kreis- 
prozessen (,,.Elementarzyklen* nach Schulz 1950) noch nicht in allen 
Einzelheiten streng bewiesen ist, so gibt es doch sehr viele experimentelle 
Ergebnisse, die fiir das vorgetragene Konzept sprechen. Die besondere 
Starke dieser Theorie besteht aber darin, daf sie mit einer ganzen Reihe 
von allgemeinen Eigentiimlichkeiten des Lebens in befriedigender Weise 
iibereinstimmt: so wird z. B. auf einmal verstandlich, warum auch ein Or- 
ganismus, der keine sichtbare Arbeit leistet, dauernd atmen muf. Die Auf- 
rechterhaltung des lebenden Zustandes ist ja nach der dargestellten Theorie 
an den dauernden Ablauf von Kreisprozessen gebunden, die in ihrem syn- 
thetischen Teil fortwahrend ATP verbrauchen, das bei der Atmung gebildet 
werden muf. 

Ferner kénnen wir nun viel besser bestimmte Eigenschaften des Zell- 
stoffwechsels verstehen, vor allem seine grofe Elastizitat und Regulierbar- 
keit. Hierfiir haben offenbar wieder die Proteine eine besondere Bedeutung. 
Es sei an die bekannte Tatsache erinnert, daf alle Enzyme Proteine sind, 
bzw. daf ein wesentlicher Teil des im Protoplasma enthaltenen Proteins 
in Gestalt von Enzymmolekiilen vorliegt. Diese Eiweimolekiile waren nun, 
wie viele Proteine in wasseriger Lésung, einer allmahlichen Alterung und 
Denaturierung unterworfen, wenn sie nicht immer wieder erneuert wiirden. 
Wichtig ist dabei, da& die Erneuerung wahrscheinlich rascher ablaufit als die 
Denaturierung, so da es wohl gar nicht zu letzterer kommt. So werden also 
die Katalysatoren, deren Art und Menge fiir das Gesamtgefiige des Stoff- 
wechsels maBgebend ist, immer wieder .,eingeschmolzen* und neu herge- 
stellt, gegebenenfalls wohl auch in veranderten Mengenverhiltnissen. Es ist 
klar, daf der Stoffwechsel dadurch sehr elastisch wird und auf aufere 
Einfliisse in zweckmafiger Weise reagieren kann. Von hier aus ist z. B. 
auch die Erscheinung der ,enzymatischen Adaptation“ zu verstehen: be- 
stimmte Zellen, vor allem von Mikroorganismen, kénnen bei Anderung der 
Umweltverhilinisse Enzyme produzieren, die vorher nicht in merklicher 
Menge, gleichsam nur keimhaft, vorhanden waren. So entwickeln z. B. 
Hefe-Arten, die zunachst nur auf die Vergiirung von Glucose eingestellt 
waren, die Fahigkeit zur Vergirung von Galactose, wenn man ihnen lan- 
gere Zeit hindurch diesen Zucker anbietet. Es wird also ein Enzym, das 
die Galactose anzugreifen vermag, in verstarktem Mafe produziert. Eine 
mégliche Erklarung dafiir gibt Schulz (1950, S. 226): .Das wiirde auto- 
matisch dann erreicht werden, wenn ein ,arbeitendes’ Protein langsamer 
als ein ruhendes abgebaut wiirde, etwa dadurch, daf das Substrat eines 
Fermentes das Hinzutreten des Abbaufermentes erschwerte, indem es des- 
sen Oberfliche blockiert. Dadurch wiirde eine Anreicherung des betreffen- 
den Proteins eintreten, da der synthetische Teil des Elementarzyklus mit 
unveranderter Geschwindigkeit weiterlauft.“ Auf den zitierten Aufsatz 
von G. V. Schulz, der offensichtlich zu wenig beachtet worden ist, sei 
hier nochmals nachdriicklich hingewiesen. Vgl. dazu auch Haas 1955, 
S. 436 ff. 

Auch fiir das Virusproblem ergeben sich neue Aspekte. Wir kénnen 
nun klar formulieren, in welcher Hinsicht sich die Viren physiologisch von 
einer lebenden Zelle grundsatzlich unterscheiden: ein isoliertes Virusteil- 
chen besitzt keinen Stoffwechsel, keine Dynamik. Es ist als statisches 
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System von kristallahnlich geordneten Stoffen aufzufassen. Entsprechende 
Versuche (vgl. Broda 1959, S. 224) haben gezeigt, da isolierte Viren 
keine Atmung besitzen. Daraus miissen wir schlieRen, dak die Viren 
bei ihrer ,,.Vermehrung* in der lebenden Zelle, bei der sie also den Anstof 
zur Synthese der ihnen eigenen Proteine und Nucleinsauren geben, einen 
wesentlichen Schritt nicht selbst vollziehen kénnen, 
nimlich die Aktivierung der Bausteine, zu der ja das 
Atmungsprodukt ATP nétig ist. Das Virus ist vielmehr auf die 
aktivierten Zwischenprodukte angewiesen, die die Zelle fiir den Bedarf 
ihrer eigenen Makromolekiilsynthese herstellt. Wir diirfen also annehmen, 
da wenigstens die einfachen (phytopathogenen) Viren nur iiber eine ein- 
zige chemische Potenz verfiigen: sie vermégen die in der Zelle verfiigbaren, 
aktivierten Zwischenprodukte in der fiir ihre eigenen Makromolekiile 
typischen Art zusammenzufiigen. Dies ist also ein einziger Reaktionsschriitt 
aus dem in Abb. 9 wiedergegebenen Stoffwechselgefiige. 

Es darf allerdings nicht verschwiegen werden, daff es auch zahlreiche 
schr kompliziert gebaute Viren gibt, deren chemische Potenzen wir noch 
keineswegs durchschauen. Aber auch fiir diese erscheint die Annahme be- 
rechtigt, daB sie auBerhalb der lebenden Zelle in einem statischen Zustand 
vorliegen. 

So hat uns die biochemische Forschung der letzten beiden Jahrzehnte 
auch in allgemein-biologischer Hinsicht um zwei wesentliche Schritte weiter 
gefiihrt: Wir kénnen nun verstehen, in welcher Form die bei der Atmung 
produzierte Energie dem Aufbaustoffwechsel zugefiihrt wird, und wir 
haben eine (wenn auch zunichst noch schwache) Vorstellung davon bekom- 
men, wie der dynamische Zustand des lebenden Protoplasmas durch 
dauernde Energiezufuhr von der Atmung her aufrechterhalten wird. 

Diesen Fortschritten unserer Erkenntnis liegen bewundernswerte experi- 
mentelle Leistungen sehr zahlreicher Forscher zugrunde. Nur ganz wenige 
von ihnen konnten mit ihren Originalarbeiten zitiert werden. Im allge- 
meinen wurden die Sammelwerke angegeben, die weitere Informationen 
zu bieten vermégen. 

Die Arbeit auf dem besprochenen Gebiet ist weiterhin in vollem FluB. 
Wir wollen ihren neuen Ergebnissen erwartungsvoll entgegensehen. 
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Referate 


Chemie der Genetik. 9. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologische 
Chemie in Mosbach/Baden. Mit 61 Textabb., VI, 173 S. Berlin-Géttingen- 
Heidelberg: Springer-Verlag 1959. DM 28.60. 


Ein Leser, der die Entwicklung der Genetik in den letzten Jahren nichi 
genau verfolgt hat, wird iiberrascht sein. Er findet keine Arbeit, die der 
—ktasdioahons Gonetik* , also etwa den Kreuzungsversuchen an Tieren und 
Pflanzen und ihrer cytologischen Analyse, zugehort. Der Schwerpunkt liegt 
vielmehr einerseits auf der Feinstruktur und der Chemie des Zellkernes, 
und zwar nicht nur des Zellkernes in situ, sondern auch dex Zellkerne, die 
sich als Homogenatfraktion isolieren und analysieren lassen (Vortrage von 
H. Ris, G. Siebert und M. Alfert). Der zweite Schwerpunkt liegt bei 
den Mikroorganismen, speziell den Bakterien, die ja in der biochemischen 
Forschung der letzten Jahrzehnte eine iiberragende Bedeutung gewonnen 
haben. Auf bakteriengenetischem Gebiet sind in der letzten Zeit vor allem 
gewisse Erbinderungserscheinungen wichtig geworden, die nicht auf Muta- 
tion, sondern auf einer Ubertragung genetischen Materials von einer 
Bakterienzelle auf eine andere beruhen. Es handelt sich dabei erstens um 
die sog. ., transformation* (Ubertragung eines zellfreien Agens, wahrschein- 
lich DNS, von einem Bakterienstamm auf einen anderen und dadurch be- 
dingte Erbanderung: Vortrag A. Wacker), zweitens um die Rekombina- 
tion von Genomteilen zweier Zellen nach parasexuellen Vorgangen und 
drittens um die sog. ,,Transduktion“, d. h. die Ubertragung genetischen 
Materials durch Virus- (Bakteriophagen-) Teilchen (Vortrag F. Kaude- 
witz). Auch an den Bakteriophagen selbst wird heute eine Genetik im 
weitesten Sinne betrieben (Vorirag W. Weidel). Ein Vortrag von 
J. Waldenstrém iiber die genetische Kontrolle der Eiweifisy nthese be- 
schlieft den sehr interessanten Band. H. Kinzel (Wien). 


Dynamik des EiweiGes. 10. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologi- 


sche Chemie am 9. bis 12. April 1959 in Mosbach/Baden. Mit 64 Textabb., 
VI, 200 S. Berlin-Géttingen ‘Pleidelbere: Springer-Verlag 1960. DM 29.80. 


Es ware schwierig, ein biochemisches Problem zu finden, das wahrend 
des letzten Dezenniums die Aufmerksamkeit vieler Forscher mehr beschif- 
tigt hatte als die Biosynthese der Proteine* — sagt V. V. Koningsberger am 
Anfang seines Vortrages. Dieser Satz diirfte nicht iibertrieben sein, zumal 
wenn man hinzufiigt, daff ja die Synthese der Proteine mit ihrem stets 
nebenher laufenden Abbau einen Kreislauf formiert, der aus energetischen 
Griinden mit der Atmung gekoppelt sein muf und so wohl als einer der 
grundlegenden Stoffwechselvorgange in der Zelle betrachtet werden muf. 


Dieser ,,Dynamik des Ei weifes* im engeren Sinne ist der erste lange 
Vortrag von W. Maurer gewidmet (,,Die Gréfe des Umsatzes von Organ- 
und Plasmaeiweif*). V. V. Koningsberger gibt dann einen Uberblick 
iiber die zu erwartenden Teilreaktionen bei der Synthese. Einige dieser 
Teilreaktionen werden spater in eigenen Vortraigen behandelt: F. Gros 





690 Referate 


berichtet iiber die Rolle der Acceptor-RNS, P. W. Jungblut und 
F. Turba besprechen die Funktion der ,,.Mikrosomen* (es muf erwahnt 
werden, daft die ZweckmafRigkeit des letztgenannten Terminus gegenwiartig 
zur Diskussion steht, vgl. K. Héfler, diese Zeitschrift 48, 167 und 52, 295). 


Den Pflanzenphysiologen wird der Vortrag von K. Mothes interessieren, 
besonders seine wichtige Entdeckung, daft das Nachstrémen der Amino- 
siuren zum Ort der Proteinsynthese nicht durch Diffusion erfolgt, sondern 
mit Hilfe aktiver Transportmechanismen, durch die eine bedeutende An- 
haufung von Aminosduren auch in solchen Pflanzenteilen zustande kommen 
kann, in denen keine auffallende Proteinsynthese stattfindet. Ob solche 
Mechanismen auch im tierischen Stoffwechsel eine Rolle spielen, scheint noch 
nicht untersucht worden zu sein. 


Uber zwei Spezialfalle von Proteinsynthese berichten schlieflich noch 
J. Monod (..Information, induction, repression dans la biosynthese d’un 
enzyme“) und H. E. Schultze (.,Bildung der Antikérper‘). 

Die Bande des alljahrlichen Mosbacher Colloquiums bediirfen kaum mehr 
einer Empfehlung, da ja das Interesse der Physiologen an den stets aktuell 


gewahlten Themen und an deren Behandlung durch bedeutende Fachleute 
selbstverstandlich ist. H. Kinzel (Wien). 


Handbuch der Pflanzenphysiologie. Enzyclopedia of Plant Physiology. 
Herausgegeben von W. Ruhland. Band 10: Der Stoffwechsel sekun- 
direr Pflanzenstoffe. Redigiert von P. Schwarze. Mit 57 Abb., XV, 


834 S., Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1958. Ganzl. 
DM 198.—. 


Die Physiologie der sekundaren Pflanzenstoffe ist eines der reizvoll- 
sten, aber auch eines der methodisch schwierigsten Gebiete der Stoffwechsel- 
physiologie. Die Mannigfaltigkeit dieser Pflanzeninhaliskérper ist ein 
gleichwertiges Gegenstiick zur morphologischen Mannigfaltigkeit der 
Pflanzenwelt. Uber die Abgrenzung des Gebietes gibt es verschiedene 
Auffassungen. Im vorliegenden Handbuch wurde eine Stoffgruppe, die 
sicherlich den sekundiaren Pflanzenstoffen zuzuzahlen ist, namlich die der 
Alkaloide und Amine, bereits im Rahmen ihres natiirlichen Verwandt- 
schafiskreises (im Band VIII: Stickstoffumsatz) behandelt. Zwei weitere 
Verbindungsklassen, die oft (aber nach Ansicht des Referenten zu Un- 
recht) zu den sekundaren Pflanzenstoffen gestellt werden, haben in 
anderen Banden einen angemesseneren Platz gefunden: Die Fette im 
Band VII und die aliphatischen Carbon- und Oxycarbonsauren im Band XII 
(Atmung). 

So ist der referierte Band vor allem zwei grofen Verwandtschaftskreisen 
gewidmet: Den Terpenoiden und den stickstofffreien aromatischen Ver- 
bindungen. Die Terpenoide werden — nach einem einleitenden Uberblick 
von O. Moritz — in vier Gruppen geteilt: Uber die niederen Terpene 
(atherische Ole und Harze) berichten A. J. Haagen-S mit in chemischer 
und J. Kisser in pflanzenanatomischer Hinsicht. Die Phytosterine wer- 
den von A. Heusner behandelt, die Carotinoide von T. W. Good win, 
Kautschuk und Latex von B. Arreguin. Ein Abschnitt iiber Wachs, 
Cutin und Kork (bearbeitet von D. R. Kreger und H. Mader) schlieRt 


sich an. 


Der Aufmarsch der aromatischen Verbindungen wird von den Antho- 
cyanen, Flavonen und Xanthonen eréffnet (F. Blank). Die Gerbstoffe 
erlautert W. Mayer, ein Aufsatz iiber Lignin und Ligninbildung (F. F. 
Nord und G. de Stevens) folgt. C. E. Ballou behandelt den Inosit 
und seine Verwandten, deren Platz in unmittelbarer Nachbarschaft zu 
den Benzolderivaten im engeren Sinne nicht ganz gliicklich gewahlt er- 
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scheint. Der Abschnitt ,,Phenole, Chinone und die biogene Bildung von 
Benzolkernen“ wurde in zwei Teile geteilt: Die an Mikroorganismen (vor 
allem Pilzen und Bakterien) erhaltenen Versuchsergebnisse beschreibt 

a Evans, die entsprechenden Angaben fiir die héheren Pflanzen 
bringt P. Schwarze. Ein Abschnitt iiber den Stoffwechsel der Phenyl- 
propanderivate (von T. A. Geissman) beendet diesen Teil des Werkes. 


Das Schlu&kapitel aus der Feder von S. Shibata fiihrt uns noch in 


cine eigenartige und reizvolle Welt, namlich in das Gebiet der Flechten- 
stotte. 


Die Physiologie der sekundiren Pflanzenstoffe ist in der gegenwartigen 
Lage der stoffwechselphysiologischen Forschung deswegen so bedeutungs- 
voll und fesselnd, weil hier wie kaum anderswo biogenetische Zusammen- 
hinge auftauchen. Die Ganzheit des Stoffwechsels beginnt wie hinter 
einem zuriickweichenden Vorhang sichtbar zu werden. Den neu entdeckten 
biosynthetischen Reaktionswegen wird denn auch in den einschlagigen 
Kapiteln gebiihrende Beachtung geschenkt. 


Dem Bandredakteur P. Schwarze wird man fiir die gelungene 
Gestaltung des Bandes und fiir die hiibsche. mit viel biologischem Ver- 
stindnis geschriebene Einleitung dankbar sein. Fiir Karl Paech, den 
viel zu friih Verstorbenen, dessen Lebenswerk beim Durchbliattern immer 
wieder aufleuchtet, soll der Band ein bleibendes Denkmal sein. 


H. Kinzel (Wien). 


Huxley, Julian: Krebs in biologischer Sicht. (Biological Aspects of Can- 
cer). Deutsche Ubersetzung von Dr. Chr. Landschiitz und Chri- 
stiane Landschiitz, Miinchen. VIII, 120 S. Stuttgart: Georg 
Thieme 1960. Kart. DM 14.80. 


Daf der Krebs nicht nur fiir die Humanmedizin ein eminentes Problem 
ist, sondern ebenso eine Grundfrage der Lebensforschung, dariiber waren 
sich einzelne Biologen schon lange im klaren. So hat z. B. Heilbrunn 
diese Erkenninis in den lapidaren Satz gepriagt: Cancer is uncontrolled 
cell division. Die Wissenschaft sucht nach den Ursachen dieses schranken- 
losen Teilungswachstums, nach den Faktoren, die eine normale K6rper- 
zelle in eine Krebszelle transformieren kénnen. Es gibt anscheinend — 
oder vielleicht sollte man sagen scheinbar — mannigfaltige derartige Fak- 
toren. Das lehrt nicht nur die Medizin, sondern auch die Zoologie und die 
Botanik. Wohl kaum jemand hat bisher den doppeltgesichtigen Januskopf 
des Krebsproblems den Medizinern und Biologen in so iiberzeugender und 
einpragsamer Darstellung vor Augen gehalten als Julian Huxley. 
Langjahrige Literaturstudien haben es ihm erméglicht, aus der mensch- 
lichen, tierischen, pflanzlichen Ontologie, aber auch aus der Virologie, 
Genetik und Epigenetik das fast unfafbar verzweigte Tatsachenmaterial 
herauszuschilen, das heute erforderlich ist. um das Ratsel des Krebs wirk- 
lich in biologischer Sicht zu sehen, zu beleuchten und zu erleuchten. Die 
Lektiire der Schrift ist nicht ganz leicht. denn sie setzt Kenntnisse voraus, 
die nicht jeder hat. Jeder, der guten Willens ist, kann sich aber durch- 
arbeiten, denn die reichlich zitierte und wohl ausgewahlte, sich allerdings 
in erster Linie auf englische Arbeiten beschrankende Literatur erméglicht 
es, sich weiter zu orientieren. Das Schrifttum ist bis 1957 beriicksichtigt: 
natiirlich hat seitdem der breite Strom der einschlagigen Arbeiten nicht 
haltgemacht, ist unaufhaltsam weitergeflossen und hat von den verschie- 
densten Disziplinen her neue Zufliisse erhalten. Es ist zu hoffen, da@ der 
Autor diesem erfolgversprechenden Fortschritt durch neue Auflagen dieser 
wertvollen Schrift immer wieder Rechnung tragen wird. 


F. Weber (Graz). 
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Netter, Hans: Theoretische Biochemie. Physikalisch-Chemische Grund- 
lagen der Lebensvorgiinge. Mit 243 Abb., IX, 816 S., Berlin-Géttingen- 
Heidelberg: Springer-Verlag 1959. Ganzl. DM 88.—. 


Im Jahre 1926 erschien das bekannte, grofe Werk von Héber: 
Physikalische Chemie der Zellen und Gewebe“ in seiner 6. und letzten 
Auflage. (Eine Neubearbeitung 1947 entsprach nicht dem alten Konzept.) 
Das Buch galt seinerzeit als das Standardwerk, aus dem viele Jahrginge 
von Biologen ihr physikochemisches Wissen bezogen. Seit seinem letzten 
Erscheinen bestand auf diesem Gebiet eine wirkliche Liicke. Nun legt 
Hoébers Nadhfolger auf dem Lehrstuhl in Kiel, Hans Netter, das 
referierte Werk vor, das seinem Inhalt und seinem Umfang nach dazu 
berufen erscheint, die Stellung des alten Héberschen Buches einzu- 
nehmen. Vergleicht man den Inhalt der beiden Werke, dann fallt auf, daB 
Hibers .Physikalischhe Chemie“ zum iiberwiegenden Teil diejenigen 
Themen behandelt, die Netter in der ersten Hialfte seines Buches unter 
dem Titel ,Siatik“ wiedergibt (also die osmotischen und elektrolytischen 
Gleichgewichte, die Redoxpotentiale, die Kolloidchemie u. dgl.). Die Pro- 
blemkreise. die den zweiten Teil des Werkes von Netter fiillen (..Dy- 
namik“), waren zu Hébers Zeit erst ansatzweise vorhanden: Die Thermo- 
dynamik des biologischen Energiegewinnes und Energiewechsels, die Oxy- 
dationssysteme der Zelle, die Reaktionskinetik der enzymatischen Steu- 
erungsvorgange. Hier haben ja die letzten Jahre und Jahrzehnte grund- 
legende neue Erkenntnisse gebracht. 

Uber dem Eingang zu diesem Buch scheint freilich das griechische Wort 
zu stehen, da kein der Mathematik Unkundiger den Eintritt wa-en solle. 
Nun wird zwar kein verniinftiger Mensch verlangen, in der physikalischen 
Chemie vollig auf die formelmaéfige Darstellung von Gedankengingen zu 
verzichten, aber der Biologe hitte doch den Wunsch, daB méglichst oft 
anschaulichere, vielleicht auch bildhafte Formulierungen gebraucht wer- 
den, die dem physikochemischen Anfanger den Eintritt in diese Wissen- 
schaft erleichtern (man kann in dieser Hinsicht bei gutem Willen viel 
tun!). Es wird vielleicht nicht viele Biologen geben, die den Gedanken- 
gangen des Werkes in allen Teilen zu folgen vermégen. 

Trotzdem wird der Biologe natiirlich viel lieber zum Netter“ grei- 
fen als zu einem Lehrbuch der physikalischen Chemie. Hier ist ja mit 
groBer Miihe, fiir die wir dem Autor wirklich dankbar sein miissen, alles 
physikochemische Wissen zusammengetragen, das in biologischer Hinsicht 
interessant ist. Man findet auch schwer zugiingliche Spezialgebiete behan- 
delt, die sonst kaum irgendwo so vollstandig zusammengestellt sind. Bei 
alledem vermeidet der Autor in anerkennenswerter Zuriickhaltung den 
Anschein, als hatte er eine liickenlose physikochemische Interpretation des 
Lebensgeschehens zu bieten. Das Buch will vielmehr eine gediegene und 
griindliche Zusammenstellung physikochemischen Wissens sein, ein Uber- 
blick iiber alles. was im molekularen Bereich des Lebens mefbar und 
berechenbar ist. Damit soll dem wissenschaftlich arbeitenden Biologen das 
Riistzeug fiir ein vertieftes Verstandnis der beobachteten Erscheinungen in 
die Hand gegeben werden. In dieser Zielsetzung ist das Werk im Kreise 
der Biologen natiirlich hochwillkommen und wird die Arbeit in Forschung 
und Lehre sicherlich auf mancherlei Weise befruchten. 


H. Kinzel (Wien). 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51. Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitat Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlg. 19-21. 
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